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Description 

L'invention concerne de nouveaux conjugues macromoleculaires, leur procede de preparation et leurs 
applications comme transporteurs d'oxygene, notamment dans le cadre des transfusions. 
5 On sait qu'il est possible d'injecter par voie intraveineuse une solution aqueuse d'hemoglobine exempte 

de stroma et rendue isotonique du sang. 

Or Tun des inconvenients que presente I'hemoglobine est qu'elle ne reste pas dans le circuit sanguin mais 
qu'elle diffuse a I'exterieur du systeme vasculaire, en raison en particulier de sa petite taille. 

Af in de remedier a cet inconvenient, c'est a dire af in d'augmenter la persistance intravasculaire de I'hemo- 
10 globine libre dans le cadre de son utilisation comme "substitut" du sang ou de solute de remplissage transpor- 
ter d'oxygene, plusieurs procedes ont ete utilises. 

On a, par exemple, fixe I'hemoglobine a des macromolecules hydrosolubles depourvues de toxicite, non 
antigeniques et hemocompatibles. 

C'est ainsi que de nombreux exemples d'hemoglobines modif iees par la fixation chimique de polymeres 
15 hydrosolubles montrent que le temps de sejour de I'hemoglobine dans I'organisme peut etre largement aug- 
ments. 

Parmi les differents polymeres utilises, les plus courants sont les polysaccharides et notamment le dex- 
trane (brevet frangais n° 2.328.478) I'hydroxyethylamidon (brevet frangais n° 2.328.478), I'inuline (demande 
de brevet europeen n° 43.675), et les polyalkyleneglycols et plus particulierement le polyethylene glycol 
20 Cependant dans tous les cas, I'hemoglobine ainsi modif iee par fixation directe de ces polymeres, possede 

des proprietes oxyphoriques mal adaptees a une utilisation en transfusion sanguine. 

On rappelle, en effet, qu'un substitut sanguin ne peut jouer un role equivalent a celui qu'assume I'hemo- 
globine intraerythrocytaire native que dans la mesure ou la combinaison qu'il forme avec I'oxygene est rever- 
sible, c'est a dire qu'il est capable de fixer I'oxygene, (I'hemoglobine est alors sous forme oxygenee) mais 
25 egalement capable de relarguer facilement I'oxygene (I'hemoglobine est alors sous forme deoxygenee). 

Cette propriete vis a vis de I'oxygene est caracterisee par la courbe (appelee courbe de Barcroft) qui 
correspond a la variation de la quantite d'oxygene retenue par unite de masse du transporteur en fonction de 
la pression partielle de I'oxygene contenue dans I'atmosphere a laquelle I'hemoglobine est exposee. 

Dans le cas d'une solution aqueuse de I'hemoglobine native (concentration 1 5 umoles/litre) cette variation 
30 est representee par le trace de reference represents sur la figure 1, represents a pH 7.2 a 25°C. 

L'un des parametres associe a cette courbe est la pression de demi-saturation (P 50 ) qui est la pression 
partielle de I'oxygene a laquelle il faut soumettre la solution d'hemoglobine pour qu'elle absorbe une masse 
d'oxygene equivalant a 50 % de la quantite maximum a laquelle elle est capable de se combiner. Or dans le 
cas de I'hemoglobine modif iee (hemoglobine couplee a des polymeres) comme indique ci-dessus, la courbe 
35 de la figure 1 representant le pourcentage de I'oxygene combine a I'hemoglobine sous des pressions partielles 
d'oxygene determinees, subit une translation vers la gauche par rapport a la courbe correspondant a I'hemo- 
globine native. 

Ceci signif ie que la pression P 50 de I'hemoglobine modif iee est inferieure a celle de I'hemoglobine native; 
en d'autres termes I'hemoglobine modif iee presente une aff inite trop forte vis a vis de I'oxygene, ce qui a pour 
40 inconvenient que I'oxygene ne peut etre restituee rapidement aux tissus irrigues. 

Cette modification des proprietes oxyphoriques de I'hemoglobine modifiee peut s'expliquer notamment 
pour les raisons suivantes : 

- I'hemoglobine native subit a I'interieur du globule rouge, I'influence du diphospho-2,3-glycerate (2,3 
DPG) qui est I'effecteur naturel intraerythrocytaire, qui s'associe avec les amines du site allosterique de 
45 la deoxyhemoglobine, ce qui abaisse I'aff inite de I'hemoglobine vis a vis de I'oxygene. 

Des ameliorations pour remedier a cet inconvenient ont ete proposees en effectuant le couplage entre des 
polymeres et de I'hemoglobine, en presence d'effecteurs temporaires (ou ligands) tels que le diphospho-2,3- 
glycerate ou I'inositol hexaphosphate et en absence totale d'oxygene (brevet frangais n° 2 551 660). 

Ces substances polyphosphates complexentfortement le site allosterique de la deoxyhemoglobine, sta- 
50 bilisant cette derniere, et protegent de cette fagon les sites amines qui sont essentiels pour le processus de 
transport de I'oxygene. 

Cependant ces effecteurs sont elimines soit au cours des etapes de purification des conjugues polymeres 
de I'hemoglobine, soit dans le plasma, dans le cas ou la purification n'a pas entratne I'elimination des effec- 
teurs, en raison des conditions dissociatives du plasma. 
55 Pour remedier a cet inconvenient, on a propose d 'avoir recours a des effecteurs permanents, par exemple 

en fixant du pyridoxal-5'-phosphate (Japan Kokai Tokkyo JP n° 59.104.323). 

On a egalement propose d'utiliser des ligands avec plusieurs groupes phosphates qui, apres fixation sur 
I'hemoglobine, diminuent sensiblement son aff inite pour I'oxygene. 
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Cependant, Tun des inconvenients presentes parces composes est que leurobtention met en oeuvre plu- 
sieurs operations sur I'hemoglobine et en tout cas plus de deux, ce qui provoque la formation de produits de 
degradation, notamment de methemoglobine. 

On a egalement propose, dans la demande de brevet France n° 2 600 894, des conjugues macromolecu- 
5 laires d'hemoglobine, dont la taille est telle que leur diffusivite extravasculaire est limitee, voire annulee, qui 
sont proteges contre les conditions dissociatives du plasma, dont les proprietes oxyphoriques ne sont pas alte- 
rees, mais ameliorees par rapport a celles de I'hemoglobine libre, et dont la preparation limite le nombre d'eta- 
pes reaction nelles sur I'hemoglobine. 

Or, ces composes sont presentes comme etant obtenus par un procede en deux etapes, a savoir fixation 
10 de sites Z portant des charges anioniques sur le polymere P, suivi de la reaction entre le polymere P sur lequel 
ont ete fixes les sites Z et I'hemoglobine, sous forme deoxygenee, en I'absence d'oxygene. 

Ce procede, toutefois simplif ie par rapport aux procedes existant, peut etre difficile a mettre en oeuvre a 
I'echelle industrielle, surtout dans le cas ou Ton met en oeuvre des volumes importants de solutions de deoxy- 
hemoglobine, la difficulty etant par ailleurs accrue dans la mesure ou il est necessaire de travailler en I'absence 
15 d'oxygene. 

Or, la Societe Demanderesse a trouve de fagon tout a fait inattendue un nouveau procede d'une part per- 
mettant de preparer certains des conjugues qui font I'objet de la demande France n° 2 600 894 et d'autre part 
permettant d'etendre I'acces de I'homme de I'art a de nouveaux conjugues qui presentent de bonne proprietes 
oxyphoriques les rendant aptes a une utilisation in vivo comme substitut du sang. 
20 II s'est en effet avere que certains conjugues de couplage de I'hemoglobine pouvaient etre obtenus en 

mettant en oeuvre de I'hemoglobine sous forme oxygenee, et en travaillant dans des conditions n'impliquant 
pas I'absence d'oxygene. 

Or, la possibility de preparer des conjugues macromoleculaires d'hemoglobine en utilisant de I'hemoglo- 
bine sous forme oxygenee est toute a fait surprenante et va a I'encontre tant des donnees connues sur la 

25 conformation de I'hemoglobine que des resultats obtenus a ce jour. 

En effet, compte tenu des donnees connues de la conformation de I'hemoglobine et notamment le fait que 
sous forme deoxy, certaines des amines de I'hemoglobine participent au verrouillage de I'hemoglobine en eta- 
blissant des ponts salins def inis ci-apres, ces amines de I'hemoglobine engagees dans les ponts salins ne peu- 
vent done pas reagir facilement avec le polymere. Lorsque la deoxyhemoglobine et le polymere sont couples 

30 dans le conjugue macromoleculaire d'hemoglobine obtenu, ces amines peuvent alors continuer a assurer la 
transition de conformation oxy = deoxy de I'hemoglobine. De plus, la deoxyhemoglobine possede un site (site 
allosterique p) tapisse de fonctions amines capables de s'associer energiquement avec des structures renfer- 
mant des groupes anioniques. Les polymeres portant des charges anioniques vont done reagir preferentielle- 
menta ce niveau et s'ils portent des fonctions reactives telles que carboxyle, aldehyde ou OH, reagir a I'interieur 

35 de ce site pour donner des conjugues ou I'hemoglobine deoxy est stabilisee, par contre, quand I'hemoglobine 
est sous forme oxygenee, les ponts salins n'existent plus, et les amines correspondantes peuvent done reagir 
avec le polymere, quel qu'il soit. Le resultat de ce couplage conduit a des conjugues dans lesquels I'hemoglo- 
bine se desoxygene difficilement, les amines modifiees par le polymere ne pouvant plus etablir les ponts salins 
stabilisant la forme deoxy de I'hemoglobine. Par ailleurs, le site p est tres desorganise et I'effet d'orientation 

40 par les groupes anioniques du polymere ne peut plus jouer. On obtient ainsi des conjugues possedant une P 50 
tres basse. 

Ces hypotheses ont ete confirmees par les resultats obtenus avec des polymeres comportant 

- des sites Z comportant des charges anioniques constitutes par des phosphates et/ou des sulfates, et/ou 
des carboxylates et 

45 - des groupes carboxyliques, aldehyde ou OH non situes sur les susdits sites Z, 

et dans lesquels la liaison ionique est etablie entre le phosphate et/ou le sulfate, et/ou le carboxylate des 
sites Z du polymere et I'hemoglobine et la liaison covalente est etablie entre les groupes carboxyliques, 
aldehyde ou OH situes sur le polymere, et I'hemoglobine. 

En effet, lorsque de tels polymeres sont mis a reagir avec I'hemoglobine sous forme oxygenee, la P 50 du 
50 conjugue macromoleculaire d'hemoglobine devient inferieure a celle de I'hemoglobine native. 

Des resultats obtenus avec des polymeres comportant des groupes carboxyliques, lesquels 

- d'une part, sous forme carboxylate, servent de charges anioniques etablissant des liaisons ioniques 
entre le polymere et I'hemoglobine 

- et, d'autre part, entrent dans I'etablissement des liaisons covalentes entre le polymere et I'hemoglobine 
55 mais dans lesquels les groupes carboxyliques qui sont engages dans les liaisons covalentes ne sont pas 

situes sur les sites Z qui portent les carboxylates qui etablissent les liaisons ioniques, ont prouve que les 
conjugues d'hemoglobine prepares a partir d'hemoglobine sous forme oxygenee presentent une P 50 infe- 
rieure a celle de I'hemoglobine libre ; en d'autres termes, de tels conjugues d'hemoglobine n'ont pas de 
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proprietes oxyphoriques interessantes (cf. Preparative Biochemistry 14(4), 313-329 (1984)). 
Or, la possibility de preparer des conjugues d'hemoglobine presentant des proprietes oxyphoriques inte- 
ressantes a partir d'hemoglobine oxygenee a ete obtenue grace au procede de I'invention. 

On a par ailleurs deja propose des conjugues macromoleculaires d'hemoglobine dans lesquels 
5 - la liaison ionique entre le polymere et I'hemoglobine est etablie entre des sites Z du polymere portant 

des charges anioniques et I'hemoglobine et 

- la liaison covalente est etablie 

. soit entre des sites Z du polymere et I'hemoglobine, 

. soit entre le polymere et I'hemoglobine, sous reserve de conditions entre la nature de la charge anio- 
10 nique, le nombre de charges anioniques et le nombre de monomeres. 

Or, on a constate de facon inattendue qu'il suff isait d'au moins une charge anionique par polymere, sous 
reserve que la charge anionique et la fonction susceptible de former la liaison covalente entre le polymere et 
I'hemoglobine soit situee sur le meme site Z. 

L'un des buts de I'invention est de fournir un nouveau procede permettant d'obtenirfacilement des conju- 
15 gues macromoleculaires physiologiquement compatibles, et susceptibles de fixer I'oxygene reversiblement. 

L'un des buts de I'invention est de fournir un nouveau procede permettant d'obtenirfacilement des conju- 
gues macromoleculaires susceptibles de restituer I'oxygene plus facilement que I'hemoglobine libre. 

L'un des buts de I'invention est de proposer un nouveau procede permettant d'obtenir des conjugues 
macromoleculaires faciles a synthetiser a I'echelle industrielle. 
20 L'un des autres buts de I'invention est de fournir un nouveau procede permettant d'obtenir des conjugues 

macromoleculaires d'hemoglobine, en soumettant I'hemoglobine au plus a deux etapes, et generalement a une 
seule etape. 

L'un des autres buts de I'invention est de proposer un nouveau procede permettant d'obtenirfacilement 
des volumes importants de solutions aqueuses contenant des conjugues macromoleculaires d'hemoglobine 
25 susceptibles d'etre utilisees comme substitut du sang, notamment dans les interventions necessitant des trans- 
fusions ou la perfusion d'organe. 

L'un des autres buts de I'invention est de fournir un nouveau procede permettant d'obtenirfacilement des 
solutions d'hemoglobine dont les proprietes oxyphoriques, revelees par une augmentation de la P 50 in vitro par 
rapport a I'hemoglobine libre, demeurent stables in vivo. 
30 L'un des autres buts de I'invention est de proposer un nouveau procede permettant d'obtenir facilement 

des composes macromoleculaires d'hemoglobine presentant a la fois une aff inite moderee par rapport a I'oxy- 
gene, ainsi qu'un volume hydrodynamique eleve, entraTnant au cours d'experiences transfusionnelles, ('aug- 
mentation de la persistance intravasculaire de I'hemoglobine par suppression de I'hemoglobinurie. 

L'un des autres buts de I'invention est de proposer un nouveau procede permettant d'obtenirfacilement 
35 des conjugues macromoleculaires d'hemoglobine qui presentent d'excellentes proprietes oxyphoriques reve- 
lees par une augmentation de la P 50 in vitro par rapport a I'hemoglobine libre, dans lesquels le polymere utilise, 
mis en presence d'hemoglobine mais dans des conditions de non couplage avec I'hemoglobine, n'entrame pas 
necessairement d'augmentation de la P 50 par rapport a I'hemoglobine libre. 

L'un des butsde I'invention estde proposer de no uveaux conjugues macromoleculaires presentant d'excel- 
40 lentes proprietes oxyphoriques revelees par une augmentation de la P 50 in vitro et dont la P 50 puisse etre ajustee 
correlativement au nombre de liaisons ioniques etablies entre le polymere et I'hemoglobine. 

Le procede de preparation de conjugues macromoleculaires hydrosolubles d'hemoglobine, non biodegra- 
dables ou peu biodegradables, pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit assurer des 
fonctions oxyphoriques dans le plasma, presentant pour I'oxygene une aff inite inferieure a celle de I'hemoglo- 
45 bine libre, caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un polymere P, a raison d'au moins un site Z par chame 
de polymere, le polymere P etant hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, hemocom- 
patible, de masse moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 
100 000, comportant un ou plusieurs groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, carboxyli- 

50 ques ou amines, et les sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee par des groupes, 

sulfates et/ou phosphates et/ou carboxylates, et destinee a creer une liaison ionique avec I'hemoglobine, 
et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, destine a creer une liaison 
covalente avec I'hemoglobine, 

. soit en utilisant un compose Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable a I'aide d'un agent 
55 d'activation, telle que aldehyde, carboxylique, amine, hydroxyle ou halogene, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymere P ; 

- puis dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemo- 
globine sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que I'hemoglo- 
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bine ne subisse pas de denaturation et puisse passer apres cou plage avec le polymere de fagon reversible 
de la forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 
pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portes par le 
polymere et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte 
5 par le polymere et I'hemoglobine, 

- lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventuellement a des fonctions imines, celles-ci peuvent 
etre stabilisees en fonctions amines, parexemple par reduction a I'aide de NaBH 4 , NaCNBH 3 , le dimethy- 
laminoborane ou HCOOH. 

Par commodite de langage, dans la suite du texte, et sauf indication contraire, I'expression "site Z" corres- 
10 pond au site Z apres fixation sur le polymere. 

Dans ce qui precede et ce qui suit, on utilise I'adjectif "carboxylate" pour designer la charge anionique - 
provenant d'un groupe carboxylique - qui intervient dans la liaison ionique entre le polymere et I'hemoglobine 
et I'adjectif "carboxylique" pour designer la fonction - provenant egalement d'un groupe carboxylique, mais dif- 
ferent du precedent - qui etablit la liaison covalente entre le polymere et I'hemoglobine. 
15 L'adjectif "carboxylique" englobe egalement I'anhydride forme a partir de deux groupes carboxyliques. 

De plus la charge anionique provenant d'un carboxylate peut egalement provenir d'une fonction anhydride. 

On a constate qu'il etait possible d'utiliser de I'hemoglobine sous forme oxygenee, dans des conditions 
n'impliquant pas I'absence d'oxygene. Plus precisement, on a constate : 

- que par exemple il est inutile de deoxygener en boite a gants et de mettre sous vide les solutions utilisees 
20 pour dissoudre le polymere, lorsque celui-ci a ete lyophilise apres qu'on y a fixe les sites Z ; 

- qu'il est egalement inutile apres deoxygenation des susdites solutions d'effectuer un balayage a I'azote, 

- et qu'il est egalement inutile de traiter I'hemoglobine par les etapes indiquees ci-dessus, a savoir deoxy- 
genation de I'hemoglobine en boite a gants, mise sous vide et balayage a I'azote et inutile d'avoir a operer 
ulterieurement en I'absence d'oxygene, af in d'effectuer le couplage entre le polymere et I'hemoglobine. 

25 On a constate egalement que ce procede n'est applicable que dans la mesure ou le site Z porte simulta- 

nement : 

- des groupes anioniques, choisis parmi les sulfates, phosphates, carboxylates et 

- des groupes carboxyliques, aldehyde ou OH. 

En d'autres termes, ce procede n'est applicable que si une liaison ionique et une liaison covalente sont 
30 etablies entre le polymere et I'hemoglobine, par I'intermediaire d'au moins un meme site Z porteur des groupes 
appropries. 

Le procede de I'invention ne s'applique done que dans la mesure ou : 

- il y a etablissement d'une liaison ionique entre un groupe phosphate, sulfate ou carboxylate, situe sur 
un site Z porte par le polymere, et I'hemoglobine, 

35 - et le susdit site Z comporte egalement un groupe aldehyde, carboxylique ou OH qui forme une liaison 

covalente entre le polymere et I'hemoglobine. 

En d'autres termes, le procede de I'invention ne s'applique pas aux polymeres comportant 

- d'une part des sites Z, porteurs d'un groupe anionique choisi parmi le sulfate, phosphate, carboxylate 

- et d'autre part des groupes carboxyliques, aldehyde ou OH, non situes sur les susdits sites Z. 

40 En d'autres termes, le site Z avant fixation sur le polymere comporte au moins trois groupes fonction nels 

qui sont tels que : 

- I'une des fonctions est une fonction permettant d'attacher le groupe Z sur le polymere, 

- I'une des fonctions est une fonction sulfate, phosphate ou carboxylate susceptible d'etablir une liaison 
ionique avec une amine du site allosterique de I'hemoglobine, 

45 - I'une des fonctions est une fonction aldehyde, carboxylique ou OH, susceptible de former une liaison 

covalente avec un groupe NH 2 de I'hemoglobine. 

Par agent d'activation utilise pour activer la fonction Y du compose Z-Y dont il est question ci-dessus, on 
designe par exemple ceux choisis dans le groupe constitue par les carbodiimides ou le carbonyldiimidazole. 

Lorsque le site Z est fixe par greffage radicalaire sur le polymere est utilise un initiateur radicalaire tel que 
50 par exemple le nitrate ou le sulfate cerique d'ammonium ou tout autre agent capable de creer des radicaux 
libres sur la chaTne polymere (azobis isobutyronitrile, peroxydes, etc.). 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de I'invention, tous les sites Z qui interviennent dans 
les liaisons covalentes entre le polymere et I'hemoglobine sont les memes que les sites Z qui interviennent 
dans les liaisons ioniques entre le polymere et I'hemoglobine. 
55 Dans le procede selon I'invention, si les groupes polaires du polymere sont ionisables et s'ils ne sont pas 

tous engages dans des liaisons avec les sites Z, ces groupes polaires sontde preference bloques afin d'eviter 
des interactions ulterieures avec les proteines plasmatiques in vivo . 

C'est ainsi lorsque les groupes polaires sont des amines, celles qui ne sont pas engagees dans des liaisons 
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avec les sites Z peuvent etre bloquees par exemple a I'aide d'anhydride acetique. 

Lorsque les groupes polaires sont des carboxyliques, ceux-ci peuvent etre bloques par exemple a I'aide 
d'ethanolamine. 

Le procede de rinvention est avantageusement effectue dans des conditions telles que les groupes polai- 
5 res du polymere sont tous engages dans les liaisons avec les sites Z, ce qui a pour consequence qu'il n'y a 
plus de blocage a effectuer sur les groupes polaires. 

Ces conditions consistent notamment a reguler la quantite de sites Z fixes sur le polymere, en fonction 
des groupes polaires du polymere. 

Lorsque les groupes polaires ne sont pas preexistants sur le polymere mis en oeuvre mais doivent etre 
10 fixes sur le polymere, on peut egalement controler la quantite de groupes polaires qu'on fixe, de fagon a ce 
que le nombre de sites Z fixes sur le polymere soit celui souhaite, sans qu'il y ait pour autant de groupes polaires 
(residuels) a bloquer apres fixation des sites Z. 

Le controle du nombre de sites Z peut etre tres interessant dans la mesure ou il intervient dans la variation 
de P 50 , par I'intermediaire de la densite de la charge negative provenant du site Z. 
15 Le controle de la fixation des groupes polaires sur le polymere peut se faire de la fagon suivante : 

Dans I'exemple du dextrane amine, le nombre de groupes amines peut etre module en controlant la reac- 
tion qui precede et qui consiste a faire reagir de I'epichlorhydrine sur le dextrane en presence de catalyseur. 
Ce controle peut etre fait en faisant varier le temps de reaction ou en faisant varier la quantite de catalyseur. 
Le controle de la fixation des sites Z sur les groupes polaires du polymere lorsque les groupes polaires 
20 sont preexistants ou deja fixes sur le polymere peut se faire de la fagon suivante : 

- soit en faisant varier le rapport molaire entre les composes Z-Y def inis ci-dessus et les groupes polaires 
du polymere, 

- soit en faisant varier le rapport molaire entre I'agent d'activation def ini ci-dessus et les groupes polaires 
du polymere. 

25 Lorsque les groupes Z sont greffes par voie radicalaire, le controle de leur fixation se fait independament 

des groupes polaires, en modulant la quantite d'initiateur radicalaire utilisee au cours de la reaction de greffage. 

En ce qui concerne la charge anionique, on a constate qu'il suff isait d'au moins une charge anion ique (que 
ce soit sulfate, phosphate ou carboxylate), par site Z, et qu'il suff isait d'au moins un tel site Z par polymere. 
En d'autres termes, on a constate que le procede de I'invention etait applicable a la preparation de conju- 
30 gues comportant au moins un seul groupe anionique, et notamment un seul groupe anionique par polymere 
(lequel groupe anionique n'intervient pas dans le couplage covalent entre le polymere et I'hemoglobine), pour 
former entre le polymere et I'hemoglobine une liaison ionique. 

On a constate qu'une condition necessaire pour que les conjugues macromoleculaires obtenus par le pro- 
cede de I'invention soient hydrosolubles, denues de toxicite, de preference non antigeniques, et hemocompa- 
35 tibles est que les polymeres P, susceptibles d'entrer dans la constitution des susdits conjugues 
macromoleculaires soient hydrosolubles, denues de toxicite, de preference non antigeniques, et hemocompa- 
tibles. 

On a constate que la presence sur la chatne du polymere de sites Z, porteurs de groupes anioniques qui 
jouent le role d'effecteurs permanents, augmente la pression partielle pour laquelle 50 % de I'hemoglobine en 
40 solution est oxygenee, sans que cela puisse etre impute a I'existence eventuelle de ligands libres. 

Ces effecteurs permanents sont tels qu'ils permettent egalement a I'hemoglobine de passer reversible- 
ment de la forme desoxygenee a la forme oxygenee, avec une stabilisation plus forte de la conformation de 
la molecule d'hemoglobine sous forme deoxygenee, ce qui entraTne une diminution de I'aff inite de I'hemoglo- 
bine vis a vis de I'oxygene. 

45 En d'autres termes, ces effecteurs permettent a I'hemoglobine de transporter reversiblement I'oxygene, 

et notamment de relarguer facilement I'oxygene dans les tissus qui sont irrigues. 

La liaison covalente est telle qu'elle confere au conjugue macromoleculaire obtenu par le procede de 
I'invention une stabilite le rendant non biodegradable ou peu biodegradable en milieu plasmatique, pendant le 
temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit assurer des fonctions oxyphoriques, c'est-a-dire 2 a 3 
so jours, ce qui supprime la diffusion extrarenal et extravasculaire de I'hemoglobine. 

Dans les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention, I'hemoglobine est reliee au 
polymere parau moins une liaison covalente mais au-dela d'un nombre critique de liaisons covalentes entre 
les polymeres et I'hemoglobine, notamment quand il y a phenomene de reticulation intermoleculaire, ceci nuit 
aux proprietes de I'hemoglobine. 
55 Ce nombre critique de liaisons covalentes correspond au fait que la masse moleculaire moyenne en poids 

des conjugues macromoleculaires de I'invention ne doit pas etre superieure a environ 1 000 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le procede 
de I'invention qui sont degrades dans le milieu plasmatique ont une masse moleculaire moyenne en poids 
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d'environ 1 000 a 500 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le procede 
de I'invention et qui ne sont pas degrades dans I'organisme doivent avoir une masse moleculaire moyenne en 
poids egale ou inferieure a environ 10 000, car au-dela de cette valeur les polymeres passent difficilement la 
5 barriere renale et s'accumulent done dans I'organisme. 

C'est notamment le cas des polyalkylene glycols, de la polyvinylpyrrolidone, du polymethylacrylate ou de 
certains polysaccharides, qui n'etant pas biodegradables doivent presenter une masse moleculaires moyenne 
en poids egale ou inferieure a environ 10 000. 

Les polymeres qui entrent dans la constitution des conjugues macromoleculaires obtenus par le procede 
10 de I'invention doivent etre utilises dans une gamme de poids moleculaire dans laquelle ils sont de preference 
non antigeniques. 

C'est ainsi que dans le cas du dextrane, son poids moleculaire doit etre inferieur a environ 70 000. 

La premiere etape de preparation des conjugues macromoleculaires de I'invention et qui consiste a fixer 
des sites Z sur le polymere, peut etre effectuee par des methodes connues. 
15 La premiere etape de preparation des conjugues macromoleculaires de I'invention peut egalement etre 

effectuee en utilisant des composes du type Z-Y dans lesquels Y est une fonction aldehyde, carboxylique, 
amine, hydroxyle ou halogene. Ces composes Z-Y peuvent etre utilises en ayant recours a des techniques chi- 
miques classiques ; on peut par exemple fixer de I'acide benzene penta- ou hexacarboxylique, de I'acide 
diphosphoro-2,3 glycerique, du pyridoxal-5'-phosphate sur un polymere prealablement polyamine. 
20 Dans ce cas, il est imperatif d'eliminer toute trace du compose Z-Y, par exemple par dessalage sur une 

colonne de filtration sur gel. En effet, il faut eviter la presence de compose Z-Y qui n'aurait pas reagi et qui, 
meme en faible concentration avec les conjugues macromoleculaires de I'invention peut fausser les conclu- 
sions relatives aux proprietes des conjugues de I'invention. 

On peut egalement avoir recours a toute autre methode permettant de fixer des chames polyanioniques 
25 sur un polymere, tel qu'une methode de greffage radicalaire. 

La seconde etape mentionnee ci-dessus est une etape de reaction entre le polymere et I'hemoglobine et 
peut, si necessaire, etre eventuellement precedee d'une phase d'activation du polymere avant que le polymere 
ne soit mis a reagiravec I'hemoglobine; mais cette activation peut etre pratiquement simultanee avec la reaction 
entre le polymere et I'hemoglobine. 
30 Au cours de la seconde etape, le polymere reagit avec I'hemoglobine et d'une part les liaisons ioniques 

entre les sites Z du polymere et I'hemoglobine et d'autre part les liaisons covalentes entre le polymere et I'hemo- 
globine se forment. 

Dans le cas ou ce sont des groupes carboxyliques des sites Z qui interviennent dans la liaison covalente 
avec des groupes NH 2 de I'hemoglobine, on peut utiliser pour activer les groupes carboxyliques les reactifs 
35 classiquement utilises dans la synthese peptidique, tels que les carbodiimides hydrosolubles, notamment le 
chlorhydrate de N'-ethyl-N-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDCI), la N-hydroxysuccinimide, ou I'et- 
hoxy-2-quinoline-1-carboxylate d'ethyle (EEDQ). 

La liaison obtenue est alors une liaison amide. 

Dans le cas ou ce sont les groupes aldehyde des sites Z qui interviennent dans la liaison covalente avec 
40 des groupes NH 2 de I'hemoglobine, on peut par exemple avoir recours a I'amination reductive. 

L'amination reductive d'un aldehyde consiste a former une imine par Taction d'une amine, et a reduire 
simultanement I'imine en amine a I'aide d'un reducteur tel que NaBH 4 , NaCNBH 3 , le dimethylaminoborane ou 
HCOOH. 

La liaison obtenue est alors une liaison amine. 
45 Dans le cas ou ce sont des groupes aldehydes des sites Z qui interviennent dans la liaison covalente avec 

des groupes NH 2 de I'hemoglobine, on peut egalement operer dans des conditions telles que la liaison obtenue 
soit une liaison imine, laquelle peut ensuite etre stabilisee en amine par reduction avec un reducteur doux, tel 
que I'un de ceux mentionnes ci-dessus. 

Lorsque les groupes Z, ne comportent ni groupes aldehydes, ni de groupes carboxyliques, mais qu'ils ren- 
50 ferment des groupes hydroxyles dont certains sont sur des carbones adjacents, on peut former des groupes 
aldehydes, par exemple paroxydation periodique, notamment a I'aide de Nal0 4 . 

La liaison obtenue entre ces groupes aldehydes et les amines de I'hemoglobine est alors une liaison imine, 
laquelle peut etre stabilisee en amine par reduction, par exemple avec NaBH 4 . 

Lorsque les sites Z ne comportent ni groupes aldehydes ni groupes carboxyliques, mais comportent une 
55 ou plusieurs fonctions OH, les sites Z peuvent etre mis en jeu sur des groupes NH 2 de I'hemoglobine a I'aide 
d'un reactif approprie tel que le carbonyldiimidazole. Dans ce cas, la liaison obtenue est une liaison carbamate 
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Les conjugues macromoleculaires d'hemoglobine dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymere 
sont des liaisons imines peuvent ne pas etre stables dans I'organisme, c'est pourquoi il convient de stabiliser 
la fonction imine en amine, par exemple par reduction par NaBH 4 , NaCNBH 3 , ou le dimethylaminoborane. 

Dans le cas ou il est necessaire de stabiliser les liaisons covalentes, I'hemoglobine n'est en tout cas pas 
10 soumise a plus de deux etapes de reaction, et dans les autres cas, qu'il y ait activation ou non du polymere P, 
I'hemoglobine est soumise a une seule etape de reaction, ce qui est particulierement avantageux car le nombre 
limite d'etapes de reaction sur I'hemoglobine (au plus egal a deux) est I'une des conditions essentielles pour 
que, en plus du rendement de la reaction, I'hemoglobine ne soit pas denaturee. 

Au cours de la deuxieme etape, il est en effet essentiel que I'hemoglobine ne subisse au cours de la for- 
15 mation du conjugue macromoleculaire de I'invention ni denaturation importante, ni reduction sensible de la 
mobilite relative des diverses entites qui la constituent afin de conserver, au moins en partie, ses proprietes 
oxyphoriques. 

La deuxieme etape de reaction a lieu en milieu aqueux, tamponne ou non, a un pH d'environ 5 a environ 
9, eventuellement en presence d'un activateur comme indique ci-dessus, pendant une duree suff isante et de 
20 preference inferieure a celle a partir de laquelle il y a formation importante de methemoglobine (superieure a 
environ 5 %), a une temperature assurant une conservation correcte de I'hemoglobine. 

Le milieu aqueux est tamponne par des tampons classiquement utilises, pour stabiliser le pH a la valeur 
souhaitee. 

La duree de reaction est d'environ 30 mn a environ 20 h, et avantageusement d'environ 1 ha environ 8 h, 
25 a une temperature d'environ 3 a environ 30°C. 

La duree de la reaction depend notamment de la temperature a laquelle on travaille. 
L'hemoglobine utilisee est sous forme oxygenee, et on utilise avantageusement une solution d'hemoglo- 
bine a 10%. 

Le rapport des concentrations molaires entre le polymere et I'hemoglobine doit en outre etre tel que la plus 
30 grande partie des molecules d'hemoglobine soit liee de facon covalente avec le polymere polyanionique. 

A titre d'exemple, on peut indiquer qu'en faisant reagir, a une temperature d'environ 3 a 30°C, en solution 
dans un milieu aqueux a pH voisin de 6,5, un melange de polymere dextrane, dont la masse moleculaire 
moyenne en poids est d'environ 1 0 000 a environ 40 000, et d'hemoglobine dans lequel le rapport des concen- 
trations molaires entre le dextrane et I'hemoglobine est d'environ 0,5 a environ 5, on obtient des conjugues 
35 macromoleculaires de I'invention, dont I'examen chromatographique, par exemple par permeation sur gel mon- 
tre qu'il n'y a plus d'hemoglobine libre. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention est tel qu'aucune liaison ionique et 
aucune liaison covalente n'est susceptible de s'etablir ailleurs qu'entre les groupes respectifs appropries des 
sites Z du polymere et I'hemoglobine. 
40 Un procede de preparation de conjugues macromoleculaires avantageux de I'invention est caracterise en 

ce que Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des 
charges negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et I'hemoglobine (non engagees dans la 
liaison entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et I'hemoglobine) 
soit la suivante : 

45 - lorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, il 

y a au moins un tel site Z tous les dix monomeres du polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins deux groupes anioniques, constitues de sulfates et/ou de 
phosphates, il y a au moins un tel site Z par chatne de polymere, 

- lorsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylates, il faut au moins deux 
so groupes carboxylates - non engages dans la liaison covalente entre le polymere et I'hemoglobine - sur un 

meme site Z, et au moins un tel site Z tous les cinq monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins trois charges negatives provenant de carboxylates 

- non engages dans la liaison covalente entre le polymere et I'hemoglobine - il y a au moins un tel site Z 
par chatne de polymere. 

55 La relation entre le nombre de sites Z et de monomeres est statistique dans la mesure ou par exemple, 

lorsque il est indique qu'il y a au moins un site Z par chatne de polymere, cela signif ie que certaines chatnes 
de polymere ne peuvent comporter aucun site Z et certaines autres chatnes peuvent comporter deux sites, 
mais il est bien evident que, pour etre active vis-a-vis de I'hemoglobine, une chatne de polymere doit contenir 
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au moins un site Z. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le procede de I'invention de preparation de conjugues 
macromoleculaires est caracterise en ce que Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation 
entre le nombre et la nature des charges negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et I'hemo- 
5 globine (non engagees dans la liaison entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison covalente 
entre un site et le polymere) soit la suivante: 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, 
il y a au moins un tel site Z par chaTne de polymere et au plus un site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate - non engage 
10 dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 

I'hemoglobine - il y au moins un tel site Z par chaTne de polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates - non enga- 
ges dans la liaison entre le site et le polymere et non engages dans la liaison covalente entre le polymere 
et I'hemoglobine -, il y a au moins un tel site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous les six 

15 monomeres. 

Les conjugues d'hemoglobine obtenus par mise en oeuvre selon cette variante du procede de I'invention 
sont nouveaux. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede selon I'invention est caracterise en ce que les liaisons 
covalentes entre le polymere P et I'hemoglobine sont etablies entre au moins un groupe carboxylique ou alde- 
20 hyde ou OH porte par les sites Z et au moins une amine de I'hemoglobine situee dans le site allosterique de 
I'hemoglobine, notamment I'amine de I'une au moins des deux valines p-terminales de I'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de I'invention, les ponts sal ins entre les groupes NH 3 + 
et les groupes COO~ internes de I'hemoglobine sont intacts lorsque I'hemoglobine est sous forme deoxygenee. 

On designe par ponts salins, certaines liaisons intra-moleculaires qui se forment entre des ions NH 3 + et 
25 des anions COO", lorsque I'hemoglobine est sous forme desoxygenee. 

Les ponts salins dans les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention doivent de 
preference etre intacts, car si les ions qui participent a la formation de ces ponts salins, sont engages dans 
d'autres liaisons, le passage de I'hemoglobine de la forme oxygenee a la forme desoxygenee se fait tres dif- 
f icilement et de maniere incomplete. 
30 L'expression "ponts salins intacts" signifie qu'au moins 50 % des ponts salins ne sont pas alteres, et 

qu'avantageusement 80 a 90 %, voire 100 %, des ponts salins ne sont pas alteres. 

Les criteres permettant de verifier si les ponts salins sont intacts sont notamment les suivants : 

a) Courbe d'aff inite vis a vis de I'oxygene : 

si la courbe d'aff inite vis a vis de I'oxygene (courbe de Barcroft) est deplacee vers la droite par rapport a 
35 celle de I'hemoglobine libre, ceci implique que les ponts salins ne sont pas modifies. 

b) Coefficient de Hill (n) : 

ce parametre traduit I'allure sigmoTde de la courbe de Barcroft et reflete le caractere plus ou moins coo- 
peratif de la fixation de I'oxygene. La valeur de n permet d'apprecier la permanence du comportement 
allosterique de I'hemoglobine. Dans le cas de I'hemoglobine native, ce coefficient est compris entre 2,7 
40 et 3,0. 

c) Effet Bohr : 

il consiste a determiner le comportement oxyphorique de I'hemoglobine a differents pH, ce qui permet 
d'evaluer les perturbations consecutives aux differentes manipulations. 

Selon un autre mode de realisation avantageux les conjugues macromoleculaires de I'invention sont tels 
45 que les polymeres sont choisis parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont le groupe 

alkylecomporte de2a4atomes de carbone, I'inuline, ledextrane etses derives, notamment le dextrane amine, 

I'alcool polyvinyl ique, la polyvinylpyrrolidone, le polymethacrylate etses derives, les polypeptides, les polyalky- 

lene glycols dans lesquels le groupe alkylene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment le polyethylene 

glycol et le polypropylene glycol. 
50 Les conjugues d'hemoglobine obtenus selon le procede de I'invention sont tels que les liaisons ioniques 

entre le polymere et I'hemoglobine sont etablies entre les groupes phosphate, sulfate ou carboxylate des sites 

Z du polymere et les groupes amines de I'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux de I'invention, les conjugues macromoleculaires sont tels que 

les liaisons ioniques sont etablies entre les groupes carboxylates des sites Z du polymere et les groupes NH 2 
55 de I'hemoglobine. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, les sites Z comportent OS0 3 H ou OP0 3 H 2 . 
Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, les sites Z proviennent du pyridoxalsulfate, 
du disulfate d'epinephrine, du trisulfate d'epinephrine, du disulfate de norepinephrine, du trisulfate de norepi- 
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nephrine, du disulfate de phenolphtaleTne. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, les sites Z proviennent du pyridoxalphos- 
phate, de Padenosine triphosphate, de la phosphotyrosine, de la phosphoserine, de I'inositolhexaphosphate 
et ses derives, de I'inositol tri-, tetra-, pentaphosphate et ses derives. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, les sites Z comportent les groupes suivants : 

t" COOH "j 
CH-CH 2 |-CH 2 -C00H, 

COOH 



n variant 1 a 4. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, le site Z provient : 

- d'un acide carboxylique contenant au moins un groupe carboxylate sur la chatne principale non engage 
dans la liaison entre le polymere et le site Z et non engage dans la liaison covalente entre le site Z et I'hemo- 
globine, 

- d'un acide benzenecarboxylique comportant au moins une fonction carboxylique non engagee dans la 
liaison entre le polymere et le site Z et non engage dans la liaison covalente entre le site Z et I'hemoglobine, 

- d'un groupe diphospho 2,3-glycerate, 

- de I'acide citrique, 

- du propane-1 , 2, 3-tricarboxylate 

- ou du butane-tetracarboxylate. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention Z provient de l'hydroxy-2-formyl-5-phospho- 
serine benzamide de formule : 



CHO 




OP0 3 H 2 



ou du formyl-4-phosphoserine benzamide de formule : 



CHO 



COOH 
I 

CO-NH-CH 
I 



CH 2 OP0 3 H 2 



La nature de la liaison qui relie Z au polymere depend des elements reactionnels en presence et des condi- 
tions de reaction. 

Les liaisons qui unissent Z au polymere sont des liaisons ether, ester, amide ou amine. 

La liaison ether est obtenue par greffage radicalaire de I'acide acrylique, ou par action d'acide chlorosuc- 
cinique, sur les groupes OH des polymeres ; la liaison amide est obtenue par reaction entre les groupes car- 
boxylates des groupes Z et les groupes NH 2 des polymeres; la liaison amine est obtenue par reaction entre 
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les groupes aldehydes des groupes Z et les groupes NH 2 des polymeres, suivie d'une reduction. Cette derniere 
reaction peut egalement etre effectuee simultanement a la premiere lamination reductive. 
A titre d'exemple, la liaison ester est obtenue 

. soit par action des groupes carboxyliques d'un site Z, sous forme anhydride, sur les fonctions OH d'un 
5 polymere, 

. soit par action d'un groupe carboxylique d'un site Z sur les fonctions OH d'un polymere en presence 
d'agents de condensation tels que les carbodiimides. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de preparation, les conjugues de I'invention dans 
lesquels les sites Z sont relies au polymere par I'intermediaire d'une liaison ester peuvent etre obtenus de la 
10 facon suivante: 

- dans une premiere etape, on fait reagir les sites Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous 
forme anhydride, sur un polymere comportant des fonctions OH, dans un milieu dans lequel le polymere 
est soluble, pour fixer les sites Z sur le polymere; 

- dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemoglobine 
15 sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que I'hemoglobine ne 

subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de facon reversible de la 
forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portes par le 
polymere et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte 
20 par le polymere et I'hemoglobine. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du procede de preparation, les conjugues de I'invention 
dans lesquels les sites Z sont relies au polymere par I'intermediaire d'une liaison ester peuvent etre obtenus 
de la facon suivante: 

- dans une premiere etape, on fait reagir les sites Z comportant des groupes carboxyliques, sur un poly- 
25 mere comportant des fonctions OH, en presence d'un agent de condensation tel qu'une carbodiimide, pour 

fixer les sites Z sur le polymere; 

- dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemoglobine 
sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que I'hemoglobine ne 
subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de facon reversible de la 

30 forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris de 5 a 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portes par le 
polymere et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte 
par le polymere et I'hemoglobine. 

Les carbodiimides utilisees dependent du milieu dans lequel le polymere est soluble. Lorsque le polymere 
35 est du polyethylene glycol, on peut utiliser une carbodiimide soluble dans I'eau ou dans un milieu organique. 
Lorsque le polymere est du dextrane, etant donne que le polymere est soluble uniquement dans I'eau, la car- 
bodiimide utilisee est avantageusement le chlorhydrate de N'-ethyl-N(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 
(EDCI). 

Comme exemple de polymeres comportant des groupes OH on peut citer: 

40 le dextrane, le polyethyleneglycol. 

Par "site Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme anhydride", on entend aussi bien les 
sites Z comportant deux groupes carboxyliques sous forme anhydride (monoan hydrides) que ceux comportant 
un nombre pair de groupes carboxyliques dans lesquels chaque paire de groupes carboxyliques est sous forme 
anhydride (polyanhydrides: par exemple dian hydride ou trianhydride). 

45 Comme exemple de sites Z dans lesquels les groupes carboxyliques sont sous forme anhydride on peut 

citer, outre les anhydrides d'acide polycarboxyliques, tels que le benzene-1 ,2,4, 5-tetracarboxy I ique-dian hy- 
dride, le benzene-1 ,2,4-tricarboxylique anhydride, egalement le cyclobutane-1 ,2,3,4-tetracarboxylique-dianhy- 
dride, la benzophenone-tetracarboxylique dianhydride, I'anhydride de I'acide aconitique. 

Le procede de I'invention met avantageusement en oeuvre, a titre de site Z, le dianhydride d'acide poly- 

50 carboxylique dans lequel I'un des groupes carboxyliques de I'une des fonctions anhydrides est engage dans 
la liaison covalente entre I e polymere et I'hemoglobine, et les autres groupes carboxyliques (dont ceux prove- 
nant des fonctions anhydrides) servent a la liaison ionique et a la liaison covalente entre le site Z et I'hemo- 
globine. 

Le procede de I'invention met avantageusement en oeuvre le compose de formule : 

55 
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10 ou le compose de formule: 



15 




Lorsque le polymere est du dextrane, le milieu dans lequel est effectue la premiere etape, dont question 
ci-dessus, est de I'eau. 

Dans le cas ou le polymere est du polyethylene glycol le milieu peut etre de I'eau ou un milieu organique 
25 tel que le dimethylformamide. 

Les liaisons covalentes entre le polymere et I'hemoglobine, sont etablies entre les groupes NH 2 de I'hemo- 
globine et les groupes carboxyliques, aldehyde ou OH, qui se trouvent sur les sites Z. 

La liaison covalente entre le polymere et I'hemoglobine est une liaison amide, imine, amine ou carbamate. 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux de I'invention, les liaisons covalentes sont eta- 
30 blies entre des groupes carboxyliques des sites Z du polymere et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane amine de masse moleculaire d'environ 40 000, et de 2.10- 4 moles d'acide 
benzenehexacarboxylique par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacar- 
35 boxylate fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacar- 
boxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepen- 
tacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymere 
et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

40 Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention concerne la preparation de conjugues 

d'hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse moleculaire d'environ 1 0 000, et de 3.5x1 moles d'acide 
benzenehexacarboxylique par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacar- 
boxylate fixes sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacar- 

45 boxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepen- 
tacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymere 
et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 
Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention concerne la preparation de conjugues 

so d'hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 3,2x10-4 moles de 
benzenetetracarboxylique parg de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- 
late fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenetetracarboxyli- 
que, 

55 - et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenetricar- 

boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenetetracarboxylique et le polymere et 
non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 
Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention concerne la preparation de conjugues 



12 



EP0 338 916B1 

d'hemoglobine a partir de dextrane amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 4.10- 4 moles de 
butane tetracarboxylique parg de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du butanetricarboxylate 
fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide butanetetracarboxylique 

5 - et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide butanetricar- 

boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide butanetetracarboxylique et le polymere et 
non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 
Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de monomethoxypolyoyethylene mono amine, de masse moleculaire d'environ 5 000, 

10 et de 1.5x10^ moles de benzenehexacarboxylique par g de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacar- 
boxylate fixe sur le polymere, non engages dans le liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacar- 
boxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzene pen- 
15 tacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymere 

et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention concerne la preparation de conjugues 
d'hemoglobine a partir de dextrane, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 6.3x1 0- 4 moles de benze- 
ne- 1,2,4-tricarboxylique parg de polymere, 
20 - les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire du groupe carboxylate du benzenedicarboxylate 

fixe sur le polymere, non engage dans le liaison entre le polymere et I'acide benzene-1 ,2,4-tricarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre I'autre groupe carboxylique de I'acide benzenedicarboxy- 
lique - a la fois non engage dans la liaison entre I'acide benzene-1 ,2,4-tricarboxylique et le polymere et 
non engage dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

25 Selon un mode de realisation avantageux, le procede de I'invention concerne la preparation de conjugues 

d'hemoglobine a partir de dextrane, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 1.15x10- 3 moles de benze- 
ne- 1,2,4, 5-tetracarboxy I ique parg de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- 
late fixe sur le polymere, non engages dans le liaison entre le polymere et I'acide benzene-1, 2,4,5-tetra- 

30 carboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenetricar- 
boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzene-1 ,2,4,5-tetracarboxylique et le poly- 
mere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 
Les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention presentent I'avantage d'etre 

35 synthetises facilement, sans formation ou presque de methemoglobine,(inferieure a 5 %) et de n'impliquer 
qu'un nombre limite de reactions sur I'hemoglobine, ce qui evite sa denaturation. 

Par ailleurs, les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention ne renferment pas 
d'effecteurs de petite masse moleculaire, non lies, qui entrament dans les experiences in vitro une augmen- 
tation de la P 50 , mais qui peuvent etre facilement elimines par diffusion extrarenal ou extravasculaire au cours 

40 des essais in vivo, et dont I'effet s'annule rapidement. 

Les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention presentent I'avantage de n'avoir 
pour I'oxygene qu'une aff inite moderee, et d'avoir un volume hydrodynamique eleve, ce qui pendant les ope- 
rations transfusion nelles augmente la persistance intravasculaire de I'hemoglobine par suppression de I'hemo- 
globinurie. 

45 Les conjugues d'hemoglobine lies irreversiblement a des polymeres polyanioniques prepares selon 

I'invention peuvent, lorsqu'ils sont dissous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le 
role de substituts du sang, notamment dans des interventions necessitant des transfusions ou la perfusion 
d'organe. 

L'invention vise par consequent, egalement les solutions aqueuses renfermant les conjugues obtenus 
50 selon les procedes decrits ci-dessus et notamment les solutions rendues isotoniques du sang, pardialyse pro- 
longee contre une solution de Tyrode ( de composition NaCI 8 g/l ; KCI 0,2 g/l ; CaCI 2 0,2 g/l ; MgCI 2 0,1g/l; 
NaH 2 PO 4 0,05 g/l ; NaHC0 3 1 g/l ; D.glucose 1 g/l) par exem pie et concentration par ultrafiltration jusqu 'a obte- 
nir pour I'hemoglobine, une concentration de 7 %. 

Des preparations de conjugues macromoleculaires d'hemoglobine obtenus par le procede selon I'inven- 
55 tion, ont ete examinees en tant que transporteurs d'oxygene potentiels. On a pu montrer qu'elles sont effec- 
tivement capables de fixer I'oxygene reversiblement et en particulier de le restituer plus facilement que 
I'hemoglobine libre ainsi que I'illustrent les courbes d'aff inite pour I'oxygene des produits decrits dans les exem- 
ples 1, 3 et 5 ci-apres et representes sur la figure 5 qui sera commentee ci-dessous. II apparait en effet, que 
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ces preparations sont caracterisees par des pressions de demi-saturation (P 50 ) qui peuvent etre tres elevees 
(de 900 a 5 000 Pa) alors que dans les memes conditions (NaCI 0.05 M, pH 7, 25°C) celle de I'hemoglobine 
native est egale a 480 Pa. 

Ainsi ces composes peuvent etre utilises pour fournir a des tissus ischemies des quantites d'oxygene 
5 importantes. lis peuvent egalement etre utilises en transfusion et etre administres a des patients, sous forme 
d'une solution aqueuse rendue isotonique du sang, en presence ou non d'excipients. Les composes peuvent 
aussi etre lyophilises en presence ou non d'un cryoprotecteur ou atomises, et etre redissous dans I'eau avant 
utilisation. 

Les conjugues macromoleculaires obtenus par le procede de I'invention ont ete testes sur des souris rela- 
10 tivement a la toxicite aigue comme indique ci-apres. 

Les differents polymeres polyanioniques decrits dans les exemples ont ete injectes a des souris de souche 
SWISS dans les conditions suivantes : les polymeres sont dissous dans de I'eau distillee a une concentration 
comprise entre 2,5 g et 5 g/l et le pH est ajuste a 7,4. 

0,5 ml de chaque solution sont alors injectes par voie intra peritoneale a 5 souris, dont le comportement est 
15 ensuite observe pendant une periode de 7 jours. Ces essais n'ont permis de deceler aucun symptome de toxi- 
cite aigue. 

L'invention a egalement pourobjetde nouveaux conjugues macromoleculaires d'hemoglobine non biode- 
gradables ou peu biodegradables, pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit assurer 
des fonctions oxyphoriques dans le plasma, presentant pour I'oxygene une aff inite inferieure a celle de I'hemo- 
20 globine libre, caracterise en ce qu'il est constitue : 

- d'une part par de I'hemoglobine, laquelle peut passer de facon reversible de la forme deoxygenee a la 
forme oxygenee, 

- d'autre part par un polymere P hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, hemocompa- 
tible, de masse moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 

25 1 00 000, comportant un ou plusieurs groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, carboxyles 

ou amines, 

- lequel polymere comporte des sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee par 
au moins un groupe choisi parmi les groupes suivants : sulfate, phosphate, carboxylate etdestinee a creer 
une liaison ionique avec le polymere, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde 

30 ou OH, destine a creer une liaison covalente avec le polymere, 

- le polymere P etant relie a I'hemoglobine 

. d'une part par I'intermediaire d'au moins une liaison ionique etablie entre I'une au moins charges 
negatives des sites Z portes par le polymere P et I'hemoglobine, et 

. d'autre part par I'intermediaire d'au moins une liaison covalente etablie, entre I'un au moins des grou- 
35 pes carboxyliques, aldehyde ou OH du susdit site Z porte par le polymere P et I'hemoglobine, 

- le nombre de liaisons covalentes entre le polymere et I'hemoglobine etant tel que le conjugue macromo- 
leculaire a une masse moleculaire moyenne d'environ 70 000 a environ 1 000 000, de preference d'environ 
70 000 a environ 500 000, la relation entre le nombre et la nature des charges negatives, le nombre de 
sites et le nombre de monomeres etant la suivante : 

40 - lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, 

il y a au moins un tel site Z par chame de polymere et au plus un tel site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage 
dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 
I'hemoglobine, il y au moins un tel site Z par chatne de polymere, 

45 - lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates, il y a au 

moins un tel site Z par chatne de polymere et au plus un tel site Z tous les six monomeres. 
Cette classe de conjugues macromoleculaires nouveaux de l'invention se caracterise notamment : 

- par le fait que I'une au moins des liaisons ioniques et I'une au moins des liaisons covalentes sont etablies 
a partir de groupes respectifs appropries situes sur le meme site Z 

50 - et par le fait qu'il y a au moins un seul site Z sus-def ini par chatne de polymere ; en d'autres termes, 

qu'un seul site Z sus-def ini par chatne suff it. 

On a constate que cette classe de nouveaux conjugues macromoleculaires presente des proprietes oxy- 
phoriques interessantes, alors que les conjugues macromoleculaires d'hemoglobine dans lesquels les condi- 
tions entre la nature, le nombre de charges anioniques sur un site Z, et le nombre de sites Z par chatne de 
55 polymere sont les memes mais different des conjugues definis ci-dessus par le fait que la liaison covalente 
est etablie entre un groupe carboxylique, aldehyde ou OH qui n'est pas situe sur le site Z (qui comporte le 
groupe anionique), presentent une activite oxyphorique peu ou pas interessante. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, tous les sites Z qui interviennent dans les liaisons 
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covalentes entre le polymere et I'hemoglobine sont les memes que les sites Z qui interviennent dans les liaisons 
ioniques entre le polymere et I'hemoglobine. 

Une classe avantageuse de conjugues macromoleculaires d'hemoglobine selon I'invention est constitute 
par ceux dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymere P et I'hemoglobine sont ttablies entre au moins 
5 un groupe carboxylique ou aldehyde ou OH porte par les sites Z et au moins une amine de I'hemoglobine situee 
dans le site allosterique de I'hemoglobine, notamment I'amine de I'une au moins des deux valines p-terminales 
de I'hemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires d'hemoglobine selon I'invention est cons- 
titute par ceux dans lesquels les ponts salins entre les groupes NH 3 + et les groupes COO" internes de I'hemo- 
10 globine sont intacts lorsque I'hemoglobine est sous forme deoxygenee. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon I'invention est constitute par ceux 
dans lesquels le polymere P est choisi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont 
la radical alkyle comporte de 2 a 4 atomes de carbone, I'inuline, le dextrane et ses derives, notamment le dex- 
trane amine, I'alcool polyvinylique, la polyvinylpyrrolidone, le polymethacrylate et ses derives, les polypeptides, 
15 les polyalkylene glycols dans lesquels le groupe alkylene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment 
le polyethylene glycol et le polypropylene glycol. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon I'invention est constitute par ceux 
dans lesquels le polymere P a une masse moleculaire moyenne inftrieure ou tgale a 70 000, lorsqu'il est cons- 
titut par le dextrane et ses dtrivts, et une masse moleculaire inftrieure ou tgale a 10 000 lorsqu'il est choisi 
20 parmi les polyalkylene glycols, la polyvinylpyrrolidone ou le polymtthylacrylate. 

Une autre classe avantageuse de conjuguts macromoleculaires selon I'invention est constitute par ceux 
dans lesquels le site Z est relit au polymere par I'intermtdiaire d'une fonction ester, tther, amide ou amine. 

Une autre classe avantageuse de conjuguts macromoleculaires selon I'invention est constitute par ceux 
dans lesquels le site Z comporte des groupes OS0 3 H, OP0 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 

25 



0-CH 2 -hCH-CH 2 )L-CH 2 -COOH, 
L COOH J 

30 

n variant de 1 a environ 4, ou provient du pyridoxalsulfate, du pyridoxal phosphate, de I'adtnosine triphosphate, 
de la phosphotyrosine, de la phosphostrine, de I'inositolhexaphosphate et ses dtrivts, d'acide polycarboxy- 
lique contenant de 2 a 1 0 atomes de carbone sur la chatne principale, de I'acide benzenecarboxylique compor- 
35 tant au moins trois fonctions carboxyliques, du 2,3 diphosphoglyctrate. 

Une autre classe avantageuse de composts selon I'invention est constitute par ceux dans lesquels 
aucune liaison ionique et aucune liaison covalente n'est susceptible de s'ttablir ailleurs qu'entre les groupes 
respectifs approprits des sites Z du polymtre et I'htmoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjuguts macromoleculaires selon I'invention est constitute par ceux 
40 dans lesquels les liaisons covalentes entre le polymere et I'htmoglobine sont ttablies a partir des groupes car- 
boxyliques provenant des sites Z f ixts sur le polymtre et des groupes NH 2 de I'htmoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjuguts macromoleculaires selon I'invention est constitute par ceux 
dans lesquels les liaisons ioniques entre le polymtre P et I'htmoglobine sont ttablies entre les groupes car- 
boxylates des sites Z et I'htmoglobine. 
45 Toutcequia ttt dit a propos des conjuguts macromoleculaires obtenus a partir du nouveau proctdt dtcrit 

ci-dessus, s'applique notamment aux conjuguts macromoleculaires de I'invention. 

Les nouveaux conjuguts macromoltculaires selon I'invention peuvent etre obtenus soit a partir d'un pro- 
ctdt mettant en oeuvre I'oxyhtmoglobine, soit a partir d'un proctdt mettant en oeuvre la dtoxyhtmoglobine. 
Les conjuguts d'htmoglobine selon I'invention peuvent etre obtenus de la facon suivante : 
so - on fixe, dans une premiere ttape, des sites Z comportant les groupes ioniques destints a crter une liai- 

son ionique avec I'htmoglobine sur un polymere P, dans le rapport suivant : 

- lorsqu il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitut d'un sulfate ou d'un phosphate, 
il y a au moins un tel site Z par chatne de polymere et au plus un tel site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitut d'un carboxylate, non engagt 
55 dans la liaison entre le site et le polymere et non engagt dans la liaison covalente entre le polymere et 

I'htmoglobine, il y au moins un tel site Z par chatne de polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non engagts 
dans la liaison entre le site et le polymere et non engagt dans la liaison covalente entre le polymtre et 



15 



EP0 338 916B1 

Themoglobine, il y a au moins un tel site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous les six mono- 
meres, 

le polymere P etant hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, hemocompatible, de masse 
moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 1 00 000, compor- 
5 tant des groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, carboxyliques ou amines, et les sites Z 

contenant d'une part au moins une charge negative portee par des groupes, sulfates et/ou phosphates 
et/ou carboxylates, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, 

. soit en utilisant un compose Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable, telle que aldehyde, 
carboxylique, amine, hydroxyle ou halogene, ou bien 
10 . soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymere P ; 

- puis dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de Themo- 
globine sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que Themoglo- 
bine ne subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de fagon reversible 
de la forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris de 5 a 9, 

15 pour former d'une part au moins une liaison ionique entre Tun au moins des sites Z portes par le 

polymere et Themoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z portes 
par le polymere et Themoglobine, 

- lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventuellement a des fonctions imines, celles-ci peuvent 
etre stabilisees en fonctions amines, parexemple par reduction a Taide de NaBH 4 , NaCNBH 3 , le dimethy- 

20 laminoborane ou HCOOH. 

Les conjugues selon Tinvention peuvent egalement etre obtenus selon le procede decrit dans la demande 
France n° 2 600 894. 

Les conjugues d'hemoglobine lies irreversiblement a des polymeres polyanioniques prepares selon 
Tinvention peuvent, lorsqu'ils sont dissous dans des solutions aqueuses de composition convenable, jouer le 
25 role de substituts du sang, notamment dans des interventions necessitant des transfusions ou la perfusion 
d'organe. 

L'invention vise par consequent, egalement les solutions aqueuses renfermant les conjugues decrits ci- 
dessus et notamment les solutions rendues isotoniques du sang, par dialyse prolongee contre une solution de 
Tyrode ( de composition NaCI 8 g/l ; KCI 0,2 g/l ; CaCI 2 0,2 g/l ; MgCI 2 0,1 g/l ; NaH 2 P0 4 0,05 g/l ; NaHC0 3 1 
30 g/l ; D.glucose 1 g/l) par exemple et concentration par ultrafiltration jusqu a obtenir pour Themoglobine, une 
concentration de 7 %. 

Des preparations de conjugues macromoleculaires d'hemoglobine obtenus selon Tinvention, ont ete exa- 
minees en tant que transporteurs d'oxygene potentiels. On a pu montrer qu'elles sont effectivement capables 
de fixer Toxygene reversiblement et en particulier de le restituer plus facilement que Themoglobine libre. II appa- 

35 rait en effet, que ces preparations sont caracterisees par des pressions de demi-satu ration (P 50 ) qui peuvent 
etre tres elevees (de 900 a 5 000 Pa) alors que dans les memes conditions (NaCI 0.05 M, pH 7, 25°C) celle 
de Themoglobine native est egale a 430 Pa. 

Ainsi ces conjugues peuvent etre utilises pour fournir a des tissus ischemies des quantites d'oxygene 
importantes. lis peuvent egalement etre utilises en transfusion et etre administres a des patients, sous forme 

40 d'une solution aqueuse rendue isotonique du sang, en presence ou non d'excipients. Les composes peuvent 
aussi etre lyophilises en presence ou non d'un cryoprotecteur ou atomises, et etre redissous dans Teau avant 
utilisation. 

Les conjugues macromoleculaires selon Tinvention ont ete testes relativement a la toxicite aigue. 
L'invention sera mieux comprise a Taide des exemples qui suivent ci-apres donnes a titre non limitatif. 

45 

EXEMPLE 1 : Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenepentacarboxylate 
(M.M du dextrane 40000). Couplage avec Toxyhemoglobine. 

Du dextrane amine contenant 5.10^ moles de NH 2 par g de produit sec (soit 8 moles de NH 2 pour 100 
50 moles de glucopyranose) est prepare selon P. HUBERT et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1978, 75, 3143, par 
action de Tammoniaque sur du dextrane active a Tepichlorhydrine. 

1 g de ce dextrane amine est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajuste a 6,5 avec HCI 0.1 N. On ajoute 
ensuite 1,7 g d'acide benzene hexacarboxylique, puis 1 g de chlorhydrate de N'-ethyl-N-(3-dimethylaminopro- 
pyl) carbodiimide (EDCI). Le pH est ramene a 6,5 et la reaction est poursuivie pendant 3 jours a 20° C. Apres 
55 dialyse contre une solution d'acetate de sodium 0,5 M, le melange est traite a Tanhydride acetique pour bloquer 
les fonctions amines non substitutes du dextrane. La solution est alors epuree des contaminants de petite 
masse moleculaire pardessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA202 (IBF-France) avec un tampon phosphate 
0,2 M, pH 7,2. 
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Apres une dialyse prolongee contre de I'eau, la solution contenant le polymere polyanionique est lyophi- 
lisee. Le compose est conserve au froid sous vide. 

Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 2.1 Ch 4 moles de benzene-pentacarboxylate (B.P.C.) par g 
de polymere. 

5 5 g du polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml de NaCI 0,05 M. On ajuste le pH a 7 avec 

de la soude 0.1M et on ajoute 150 ml d'une solution d'hemoglobine a 10 %. On ajoute ensuite 600 mg de chlor- 
hydrate de N'-ethyl-N-(3-dimethyl-aminopropyl) carbodiimide (EDCI) et la reaction est poursuivie a 20°C pen- 
dant 2 heures. On verif ie qu'il n'y a plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne 
d'Ultrogel AcA 34 (IBF France). La P 50 du conjugue est de 2660 Pa (25°C, Tris 0,05 M, pH = 7,2 ; Hb libre dans 

10 les memes conditions : P 50 = 430 Pa). 

EXEMPLE 2 : Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenepentacarboxylate 
(M.M du dextrane 10000). Couplage avec I'oxyhemoglobine. 

15 Le polymere est prepare a partir d'un dextrane amine contenant 4.10^ moles de NH 2 par g de produit sec, 

prepare de la meme facon que celui de I'exemple 1 . 

1 g de ce dextrane amine est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajuste a 7,5 avec NaOH 0,1 M. 
On ajoute ensuite 0,7 g d'acide benzene hexacarboxylique (B.H.C.) puis 1 g de chlorhydrate de N'-ethyl- 
N-(3-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide (EDCI). La reaction est poursuivie pendant 1 jour a 20°C. Apres dia- 

20 lyse contre une solution d'acetate de sodium 0.5 M le melange est traite a I'an hydride acetique pour bloquer 
les fonctions amines non substitutes du dextrane. La solution est alors epuree des contaminants de petite 
masse moleculaire pardessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA 202 (IBF France) avec un tampon phosphate 
0,2 M, pH = 7,2. On verif ie par chromatographie liquide haute performance a I'aide d'une colonne TSK G 3000 
SW (LKB France) que le polycarboxylate de dextrane est totalement epure du benzene hexacarboxylate en 

25 exces. 

Apres une dialyse prolongee contre de I'eau la solution contenant le polymere polyanionique est lyophili- 
see. Le compose est conserve au froid sous vide. Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 3,5 10- 4 
moles de B.P.C. parg de polymere. 

2,5 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 150 ml de NaCI aqueux 0,05 M. On ajoute 100 
30 ml d'une solution d'hemoglobine a 10 %. On ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 0,1 M et on complete a 300 
ml avec NaCI aqueux 0,05 M. 

On ajoute ensuite 350 mg d'EDCI et la reaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures. On verif ie qu'il 
n'y a plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). 

La Figure 2 represente la densite optique en fonction du volume d'elution et permet de constater qu'il n'y 
35 a plus d'hemoglobine libre. Sur cette figure, Vo correspond au volume exclus de la colonne et la fleche sous 
Hb correspond au volume d'elution de I'hemoglobine libre, c'est-a-dire non couplee au polymere. 

La P 50 du conjugue est de 2720 Pa (25°C, Tris 0,05M, pH = 7,2 ; Hb libre dans les memes conditions : P 50 
= 430 Pa). 

40 EXEMPLE 3 : Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenetricarboxylate (M.M 
du dextrane 10 000). Couplage a I'oxyhemoglobine. 

Le polymere est prepare a partir d'un dextrane amine contenant 4.10^ moles de NH 2 par g de polymere 

sec. 

45 1 g de ce polymere amine est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajuste a 7,5 avec NaOH 0,1 M. On 

ajoute ensuite 0,5 g d'acide benzene-1,2,4,5-tetracarboxylique (B.T.C) puis 0,6 g d'EDCI. La reaction est pour- 
suivie pendant 1 jour a 20°C. La solution est alors traitee comme dans I'exemple 2. 

Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 3,2 1f>* moles de benzenetricarboxylate par g de poly- 
mere. 

50 0,5 g de ce polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaCI aqueux 0,05 M. On ajoute 10 

ml d'une solution d'hemoglobine a 10 %. On ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 0,1M et on complete a 40 ml 
avec NaCI aqueux 0,05 M. 

On ajoute ensuite 50 mg d'EDCI et la reaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures. On verif ie qu'il n'y 
a plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). La 
55 Figure 3 represente la densite optique en fonction du volume d'elution et permet de constater qu il n'y a plus 
d'hemoglobine libre. Sur cette figure, la fleche sous Vo correspond au volume exclus de la colonne et la fleche 
sous Hb correspond au volume d'elution de I'hemoglobine libre, c'est-a-dire non couplee. 

La P 50 du conjugue est de 710 Pa (25°C, Tris 0,05 M, pH = 7,2 ; Hb libre dans les memes conditions, P 50 
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= 430 Pa). 

EXEMPLE 4 : Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine est dextrane-butanetricarboxylate (M.M du 
dextrane 10 000). Couplage a I'oxyhemoglobine. 

5 

Le polymere est prepare de la meme facon que celui de I'exemple 3 en utilisant I'acide n-butane 1,2,3,4- 
tetracarboxylique (Bu.T.C). Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient4.10^ moles de butanetricarboxy- 
late par g de polymere. 

0,6 g de ce polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaCI aqueux 0,05 M. On ajoute 10 
10 ml d'une solution d'hemoglobine a 10 %. On ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 0,1 M et on complete a 40 ml 
avec NaCI aqueux 0,05 M. 

On ajoute ensuite 70 mg d'EDCI et la reaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures. On verif ie qu'il n'y 
a plus d'hemoglobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). La 
P 50 du conjugue obtenu est 540 Pa. (25°C, Tris 0,05 M, pH = 7,2 ; hemoglobine libre dans les memes conditions, 
15 P 50 = 430 Pa). 

EXEMPLE 5 : Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de monomethoxypolyoxyethylene-ben- 
zene pentacarboxylate (M.M du polyoxyethylene : 5000. Couplage avec I'oxyhemoglobine. 

20 Du monomethoxypolyoxyethylene amine, (MPOE-NH 2 , 2 10^ moles de NH 2 par g de produit sec) est pre- 

pare selon M. LEONARD et al, Tetrahedron 1984, 40, 1581, par action du bromure de thionyle surdu MPOE, 
suivie d'une substitution par rammoniac. 

2 g de ce MPOE-NH 2 sont dissous dans 50 ml d'eau et le pH est ajuste a 8. On ajoute ensuite 1 .4 g d'acide 
benzene hexacarboxylique (B.H.C), puis 0,8 g de chlorhydrate de N'-ethyl-N (3-dimethyl-aminopropyl) carbo- 

25 diimide (EDCI). On laisse la reaction se poursuivre une nuit a temperature ambiante. Le melange est ensuite 
acidif ie a pH 1 par HCI aqueux 1 M ; le polymere est extrait au chlorure de methylene, puis precipite par Tether 
anhydre. 

II est ensuite purif ie par chromatographie sur colonne de Dowex, et ensuite sur colonne d'Ultrogel d'AcA 
202 (IBF, France). L'eluat est dialyse contre de la soude aqueuse (pH 9), puis le polymere est lyophilise. 

30 0,2 g de ce polymere contenant environ 1,510^ moles de benzene-pentacarboxylate (B.P.C) par g de poly- 

mere sont dissous dans 10 ml d'eau. On ajuste le pH a 7 et on ajoute 10 ml d'une solution d'hemoglobine a 
10 %, puis 10 mg d'EDCI. Apres une heure de reaction, le melange est chromatographie sur colonne d'Ultrogel 
AcA54 (IBF, France) afin de purifier le conjugue polymere d'hemoglobine. La figure 4 correspond a la variation 
de la densite optique en fonction du volume d'elution et permetde constater qu'il n'y a plus d'hemoglobine libre. 

35 Vo correspond au volume exclus de la colonne ; la fleche sous Hb correspond au volume d'elution de I'hemo- 
globine libre, c'est-a-dire non couplee, et celle sous MPOE-BPC correspond au volume d'elution du polymere 
non lie a I'hemoglobine.La P 50 de ce conjugue est de 2400 Pa (25°C, Tris 0.05 M, pH 7,2 ; Hb libre dans les 
memes conditions : P 50 = 430 Pa). 

40 EXEMPLE 6 

Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenedicarboxylate (MM du dextrane 
10 000 : liaison ester entre le dextrane et le site polycarboxylate). Couplage a I'oxyhemoglobine. 

Le dextrane-benzenedicarboxylate est prepare en faisant reagir 7.5g de benzene 1,2,4 tricarboxylique 
45 anhydride avec 32 g de dextrane en milieu aqueux a pH 9 pendant 15 h; La solution est ensuite debarrassee 
de I'acide benzene 1,2,4 tricarboxylique residuel pardessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA202 (IBF-Fran- 
ce) avec un tampon phosphate 0,2M, pH 7.2. 

Apres une dialyse prolongee contre de I'eau, la solution contenant le polymere est lyophilisee. le polycar- 
bolate de dextrane contient 6,3 10^ moles de benzenedicarboxylate (B.D.C) par g de polymere. 
50 Ceci correspond a environ 1 site Z comportant deux groupes anioniques constitues de deux groupes car- 

boxylates tous les 10 monomeres. 

11 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml d'eau. On ajuste le pH a 6.5 et on ajoute 
150 ml d'une solution d'hemoglobine a 10 %. On ajoute ensuite 160 mg de chorhydrate de N'-ethyl-N (3 dime- 
thylaminopropyl) carbodiimide (EDCI) et la reaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures. 
55 Le conjugue d'hemoglobine obtenu est un conjugue nouveau. 

Le melange est chromatographie sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour eliminer I'hemoglobine libre et les 
coontaminants. La P 50 du conjugue purif ie est de 870 Pa (25°C, Tris 0.05M, pH 7.2; Hb libre dans les memes 
conditions: P 50 = 430 Pa). 
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EXEMPLE 7: 

Synthese d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-benzenetricarboxylate (MM du dextrane 
10 000 - liaison ester entre le dextrane et le site polycarboxylate). Couplage a I'oxyhemoglobine. 
5 Le dextrane-benzenetricarboxylate est prepare en faisant reagir 26 g de benzene 1 ,2,4,5 tetracarboxylique 

dianhydride avec 20 g de dextrane en milieu aqueux a pH 9 pendant 1 5 h; La solution est ensuite debarrassee 
de I'acide benzene 1 ,2,4,5 tetracarboxylique residuel par dessalage sur une colonne d'Ultrogel AcA202 (IBF- 
France) avec un tampon phosphate 0,2M, pH 7.2. 

Apres une dialyse prolongee contre de I'eau, la solution contenant le polymere est lyophilisee. Le polycar- 
10 boxylate de dextrane conient 1,15.10-3 moles de benzenetricarboxylate (B.T.C.) parg de polymere. 

5 g de polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 ml d'eau. On ajuste le pH a 7.0 et on ajoute 
150 ml d'une solution d'hemoglobine a 10%. On ajoute ensuite 120 mg de chlorhydrate de N'-ethyl-N(3 dime- 
thylaminopropyl)-carbodiimide (EDCI) et la reaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures. 

Le melange est chromatographie sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour eliminer I'hemoglobine libre et les 
15 contaminants. La P 50 du conjugue purifie est de 2000 Pa (25°C, Tris 0,05M, pH 7.2; Hb libre dans les memes 
conditions: P 50 = 430 Pa). 

On peut egalement preparer le conjugue defini ci-dessus a I'aide de dextrane et d'acide benzene 1 ,2,4,5 
tetracarboxylique, en presence de carbodiimide soluble dans I'eau tel que le chlorhydrate de N'-ethyl-N(3 dime- 
thylaminopropyl) carbodiimide (EDCI). 

20 

EXEMPLE 8: 

On prepare, selon le protocole decrit dans I'exemple 5, les conjugues : 
. d'hemoglobine et de polyethyleneglycol-benzenepentacarboxylique 
25 . d'hemoglobine et de polyethyleneglycol benzenetetracarboxylique 

. d'hemoglobine et de polyethylene-glycol-benzenetricarboxylique 
. d'hemoglobine et de polyethyleneglycol-benzene-dicarboxylique. 

EXEMPLE 9: 

30 

On prepare, selon le protocole decrit dans les exemples 6 et 7, le conjugue d'hemoglobine et de polyethy- 
leneglycol-benzenetricarboxylique. 

Pour preparer le polyethyleneglycol-benzenetricarboxylique, on fait reagir du benzene-tetracarboxylique 
dianhydride avec du polyethyleneglycol en milieu organique, tel que dimethylformamide. La solution est ensuite 
35 debarrassee de I'acide benzene tetracarboxylique residuel par exemple par dessalage sur une colonne d'Ultro- 
gel AcA 202 (IBF-France) avec un tampon phosphate 0,2M,pH 7.2. 

Apres une dialyse prolongee contre de I'eau, la solution contenant le polymere est lyophilisee. 

Le polycarboxylate de polyethyleneglycol est dissous dans de I'eau. On ajuste le pH a 7.0 et on ajoute une 
solution d'hemoglobine, par exemple a 10%. On ajoute ensuite du chlorhydrate de N'-ethyl-N(3 dimethylami- 
40 nopropyl)-carbodiimide (EDCI) et la reaction est poursuivie a 20°C pendant 2 heures. 

Le melange est chromatographie sur Ultrogel AcA 54 (IBF France) pour eliminer I'hemoglobine libre et les 
contaminants. 

On prepare egalement selon le protole indique precedemment, le conjugue d'hemoglobine et de polyethy- 
leneglycol-benzene-dicarboxylique (a I'aide de polyethyleneglycol et de benzene 1,2,4 tricarboxylique anhy- 
45 dride). 

On peut egalement preparer des polyethyleneglycols - benzenepolycarboxylates en faisant reagir les aci- 
des benzenepolycarboxyliques sur les fonctions OH du polymere en presence de dicyclohexylcarbodii- 
mide/dimethylaminopyridine dans le dimethylformamide. 

so EXEMPLE COMPARATIF 1 : 

Cet exemple a pour but de comparer la P 50 obtenue en mettant en oeuvre le procede de I'invention pour 
preparer des conjugues d'hemoglobine dans lesquels la liaison covalente est etablie entre un groupe aldehyde 
non porte par le site Z sur lequel se trouve le groupe anionique phosphate. 
55 On prepare du phosphate de dextrane a I'aide de dextrane de depart de masse moleculaire d'environ 10 

000 que Ton transforme en phosphate disodique contenant 8% de phosphore, conformement au protocole 
decrit dans I'exemple 1 de la demande France n° 2 600 894. 

On active le phosphate de dextrane par le periodate de sodium de fagon a obtenir 13 aldehydes pour 100 
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unites glucosidiques. 

Ce dextrane phosphate aldehydique est mis a reagir avec I'hemoglobine dans la proportion 1.5 en masse 
(masse de dextrane / masse d'hemoglobine), a pH 8; Orla reaction est poursuivie a 4°C pendant 24 h. On 
ajoute alors une solution de NaBH 4 dans NaOH 10- 3 N. Le melange est chromatographic pour controler qu'il 
5 n'y a plus d'hemoglobine libre (HPLC sur colonne TSK G 3000 SW Beckman). 

Quand la reaction est faite sur la deoxyhemoglobine selon le procede decrit dans la demande France n° 
2 600 894, la P 50 du conjugue d'hemoglobine est de 3380 Pa (25°C, Tris 0,05 M, pH 7.2). 

Dans les memes conditions, la P 50 de I'hemoglobine libre est de 450 Pa. 

Quand la reaction est faite sur I'oxyhemoglobine, conformement au procede de la presente invention, la 
10 P 50 du conjugue d'hemoglobine est de 425 Pa (25°C, Tris 0,05 M, pH 7.2). 

Dans les memes conditions, la P 50 de I'hemoglobine libre P 50 est de 430 Pa. 

Cet exemple comparatif montre que le procede de preparation de conjugues d'hemoglobine a I'aide 
d'hemoglobine oxygenee n'est pas applicable lorsque la liaison covalente estetablie entre un groupe aldehyde 
(carboxylique ou OH) non fixe sur le site Z comportant les charges anioniques. 

15 

Revendications 

Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, GR, IT, LI, LU, 
20 NL, SE 

1. Procede de preparation de conjugues macromoleculaire hydrosolubles d'hemoglobine, non biodegra- 
dables ou peu biodegradables, pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit assurer des 
fonctions oxyphoriques dans la plasma, presentant pour I'oxygene une aff inite inferieure a celle de I'hemoglo- 

25 bine libre, caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un polymere P, a raison d'au moins un site Z par chame 
de polymere, le polymere P etant hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, hemocom- 
patible, de masse moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 
100 000, comportant un ou plusieurs groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, carboxyli- 

30 ques ou amines, et les sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee par des groupes, 

sulfates et/ou phosphates et/ou carboxylates et destinee a creer une liaison ionique avec I'hemoglobine, 
et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, destine a creer une liaison 
covalente avec I'hemoglobine, 

. soiten utilisant un compose Z-Ydans lequel Y est une fonction active ou activable a I'aide d'un agent 
35 d'activation, telle que aldehyde, carboxylique, amine, hydroxyle ou halogene, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymere P; 

- puis dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemo- 
globine sous oxygenee dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que I'hemoglobine ne 
subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de fagon reversible de la 

40 forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portes par le 
polymere et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte 
par le polymere et I'hemoglobine, 

- lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventuellement a des fonctions imines, celles-ci peuvent 
45 etre stabilisees en fonctions amines, par exemple par reduction a I'aide de NaBH 4 , NaCNBH 3 , le dimethy- 

laminoborane ou HCOOH. 

2. Procede de preparation de conjugues macromoleculaires selon la revendication 1 , caracterise en ce que 
Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des charges 
negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et I'hemoglobine (non engagees dans la liaison 

50 entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et I'hemoglobine) soit la 
suivante : 

- lorsque chaque site Z contient un groupe anion ique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, il 
y a au moins un tel site Z tous les dix monomeres du polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins deux groupes anioniques, constitues de sulfates et/ou de 
55 phosphates, il y a au moins un tel site Z par chatne de polymere, 

- lorsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylates, il faut au moins deux 
groupes carboxylates sur un meme site Z, et au moins un tel site Z tous les cinq monomeres, 

- lorsque I'un au moins des sites Z contient au moins trois charges negatives provenant de carboxylates, 
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il y a au moins un tel site par chaTne de polymere. 

3. Procede de preparation de conjugues macromoleculaires selon la revendication 1 , caracterise en ce que 
Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des charges 
negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et I'hemoglobine (non engagees dans la liaison 

5 entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et I'hemoglobine) soit la 
suivante : 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, 
il y a au moins un tel site Z par chaTne de polymere et au plus un site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage 
10 dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 

I'hemoglobine, il y au moins un tel site Z par chaTne de polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non engages 
dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 
I'hemoglobine, il y a au moins un site Z par chaTne de polymere et au plus un tel site Z tous les six mono- 

15 meres. 

4. Procede selon les revendications 1 a 3, caracterise en ce que les liaisons covalentes entre le polymere 
P et I'hemoglobine sont etablies entre au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH porte par les sites 
Z et au moins une amine de I'hemoglobine situee dans le site allosterique de I'hemoglobine lorsque celle-ci 
est sous forme deoxygenee, notamment I'amine de I'une au moins des deux valines p-terminales de I'hemo- 

20 globine. 

5. Procede selon les revendications 1 a 4, caracterise en ce que les ponts sal ins entre les groupes NH 3 + 
et les groupes COO" internes de I'hemoglobine sont intacts lorsque I'hemoglobine est sous forme deoxygenee. 

6. Procede selon les revendications 1 a 5, caracterise en ce que le polymere P est choisi parmi les poly- 
saccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont la radical alkyle comporte de 2 a 4 atomes de carbone, 

25 I'inuline, le dextrane et ses derives, notamment le dextrane amine, I'alcool polyvinyl ique, la polyvinylpyrroli- 
done, le polymethacrylate et ses derives, les polypeptides, les polyalkylene glycols dans lesquels le groupe 
alkylene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment le polyethylene glycol et le polypropylene glycol. 

7. Procede selon les revendications 1 a 6, caracterise en ce que le polymere P a une masse moleculaire 
moyenne inferieure ou egale a 70 000, lorsqu'il est constitue par le dextrane et ses derives, et une masse mole- 

30 culaire inferieure ou egale a 10 000 lorsqu'il est choisi parmi les polyalkylene glycols, la polyvinylpyrrolidone 
ou le polymethylacrylate. 

8. Procede selon les revendications 1 a 7, caracterise en ce que le site Z est relie au polymere par I'inter- 
mediaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 

9. Procede selon les revendications 1 a 8, caracterise en ce que le site Z comporte les groupes OS0 3 H, 
35 OP0 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 
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n variant de 1 a environ 4, ou provient du pyridoxal sulfate, du pyridoxal phosphate, de I'adenosine triphosphate, 

de la phosphotyrosine, de la phosphoserine, de I'inositolhexaphosphate et ses derives, d'acide polycarboxy- 
45 lique contenant de 2 a 1 0 atomes de carbone sur la chaTne principale, de I'acide benzenecarboxylique compor- 

tant au moins trois fonctions carboxyliques, du 2,3-diphosphoglycerate. 

1 0. Procede selon les revendications 1 a 9, caracterise en ce que les liaisons covalentes entre le polymere 

et I'hemoglobine sont etablies a partir des groupes carboxyliquees provenant des sites Z fixes sur le polymere 

et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 
so 11. Procede selon les revendications 1 a 10, caracterise en ce que les liaisons ioniques entre le polymere 

P et I'hemoglobine sont etablies entre les groupes carboxylates des sites Z et I'hemoglobine. 

12. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 

amine de masse moleculaire d'environ 40 000, et de 2.10- 4 moles d'acide benzenehexacarboxylique par g de 

dextrane, 

55 - les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacar- 

boxylate fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacar- 
boxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepen- 
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tacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymere 
et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

13. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir du dextrane 
amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 3.5x10^ moles d'acide benzenehexacarboxylique par g 

5 de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacar- 
boxylate fixes sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacar- 
boxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepen- 
10 tacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymere 

et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

14. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 3,2x10-4 moles de benzenetetracarboxylique par g de 
dextrane, 

15 - les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- 

late fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenetetracarboxyli- 
que, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenetricar- 
boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenetetracarboxylique et le polymere et 

20 non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

15. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 4.10- 4 moles de butane tetracarboxylique par g de poly- 
mere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du butanetricarboxylate 
25 fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide butanetetracarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide butanetricar- 
boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide butanetetracarboxylique et le polymere et 
non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

16. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de monome- 
30 thoxypolyoyethylene amine, de masse moleculaire d'environ 5 000, et de 1.5x10^ moles de bezenehexacar- 

boxylique par g de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacar- 
boxylate fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenehexacar- 
boxylique 

35 - et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenepen- 

tacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique et le polymere 
et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

17. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane, 
de masse moleculaire d'environ 10 000, etde 1.15X10- 3 moles de benzene-1,2,4,5-tetracarboxylique parg de 

40 polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- 
late fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzene-1,2,4,5-tetra- 
carboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenetricar- 
45 boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzene-1 ,2,4,5-tetracarboxylique et le poly- 
mere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

18. Procede selon les revendications 1 a 17, caracterise en ce que a Tissue de la premiere etape, le poly- 
mere comportant les sites Z est active avant d'etre mis en reaction avec I'hemoglobine. 

19. Procede selon les revendications 1 a 18, caracterise en ce que I'activation consiste a transformer les 
50 fonctions OH en groupes aldehydes, par exemple par oxydation periodique. 

20. Procede selon les revendications 1 a 19, caracterise en ce que I'activation des sites Z du polymere et 
sa mise en reaction avec I'hemoglobine sont pratiquement simultanees. 

21. Procede selon les revendications 1 a 20, caracterise en ce que les sites Z du polymere : 

- sont actives par exemple a I'aide de carbonyldiimidazole, lorsque les sites Z ne comportent pas de grou- 
55 pes aldehydes, mais qu'ils contiennent des fonctions hydroxyles, 

- ou bien sont actives a I'aide de reactifs utilises en synthese peptidique, lorsque les sites Z comportent 
des groupes carboxyles. 

22. Procede selon les revendications 1 a 21 , caracterise en ce que la reaction entre le polymere et I'hemo- 
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globine pendant un temps inferieur a celui entramant au plus environ 5 % de methemoglobine, de preference 
pendant au plus 10 h, et a une temperature permettant une conservation correcte de I'hemoglobine, par exem- 
ple entre 3°C et 30°C. 

23. Procede de preparation selon Tune des revendications 1 a 22 de conjugues d'hemoglobine dans les- 
5 quels les sites Z sont relies au polymere par I'intermediaire d'une liaison ester, caracterise en ce que : 

- dans une premiere etape, on fait reagir les sites Z sous forme anhydride, notamment du benzene 1 ,2,4,5- 
tetracarboxylique-dianhydride ou du benzene 1,2,4-tricarboxylique-anhydride, sur un polymere compor- 
tant des fonctions OH, notamment du dextrane ou du polyethyleneglycol, dans un milieu dans lequel le 
polymere est soluble, pour fixer les sites Z sur le polymere; 

10 - dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemoglobine 

sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que I'hemoglobine ne 
subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de facon reversible de la 
forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris de 5 a 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portes par le 

15 polymere et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte 

par le polymere et I'hemoglobine. 

24. Conjugue macromoleculaire caracterise en ce qu'il est obtenu par le procede selon la revendication 

3. 

25. Conjugue macromoleculaire hydrosoluble d'hemoglobine, non biodegradable ou peu biodegradable, 
20 pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit assurer des fonctions oxyphoriques dans 

le plasma, presentant pour I'oxygene une affinite inferieure a celle de I'hemoglobine libre, caracterise en ce 
qu'il est constitue : 

- d'une part par de I'hemoglobine, laquelle peut passer de facon reversible de la forme deoxygenee a la 
forme oxygenee, 

25 - d'autre part par un polymere P hydrosoluble, non toxique, de preference non antigen ique, hemocompa- 

tible, de masse moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 
100 000, comportant des groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, carboxyliques ou ami- 
nes, 

- lequel polymere comporte un ou des sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee 
30 par au moins un groupe choisi parmi les groupes suivants: sulfate, phosphate, carboxylate, et destinee a 

creer une liaison ionique avec le polymere, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, 
aldehyde ou OH, destine a creer une liaison covalente avec I'hemoglobine, 

- le polymere P etant relie a I'hemoglobine 

. d'une part par I'intermediaire d'au moins une liaison ionique etablie entre I'une au moins des charges 
35 negatives des sites Z portes par le polymere P et I'hemoglobine, et 

. d'autre part par I'intermediaire d'au moins une liaison covalente etablie, entre I'un au moins des grou- 
pes carboxylique, aldehyde ou OH des susdits sites Z portes par le polymere P et I'hemoglobine, 

- le nombre de liaisons covalentes entre le polymere et I'hemoglobine etant tel que le conjugue macromo- 
leculaire a une masse moleculaire moyenne d'environ 70 000 a environ 1 000 000, de preference d'environ 

40 70 000 a environ 500 000, la relation entre le nombre et la nature des charges negatives, le nombre de 

sites et le nombre de monomeres etant la suivante : 

- lorsqu'il s'agit de site 2 contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, 
il y a au moins un tel site 2 par chatne de polymere et au plus un site tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site 2 contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage 
45 dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 

I'hemoglobine, il y au moins un tel site 2 parchanne de polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates, non enga- 
ges dans la liaison entre le site et le polymere et non engages dans la liaison covalente entre le polymere 
et I'hemoglobine, il y a au moins un tel site Z par chatne de polymere et au plus un site Z tous les six mono- 

50 meres. 

26. Conjugue macromoleculaire selon la revendication 25, caracterise en ce que les liaisons covalentes 
entre le polymere P et I'hemoglobine sont etablies entre au moins un groupe carboxylique ou aldehyde ou OH 
porte paries sites 2 et au moins une amine de I'hemoglobine situee dans le site allosterique de I'hemoglobine, 
notamment I'amine de I'une au moins des deux valines p-terminales de I'hemoglobine. 

55 27. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 et 26, caracterise en ce que les ponts salins 

entre les groupes NH 3 + et les groupes COO" internes de I'hemoglobine sont intacts lorsque I'hemoglobine est 
sous forme deoxygenee. 

28. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 26 et 27, caracterise en ce que le polymere P 
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est choisi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont la radical alkyle comporte de 
2 a 4 atomes de carbone, I'inuline, le dextrane et ses derives, notamment le dextrane amine, I'alcool polyviny- 
lique, la polyvinylpyrrolidone, le polymethacrylate et ses derives, les polypeptides, les polyalkylene glycols 
dans lesquels le groupe alkylene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment le polyethylene glycol et 

5 le polypropylene glycol. 

29. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 28, caracterise en ce que le polymere P a 
une masse moleculaire moyenne inferieure ou egale a 70 000, lorsqu'il est constitue par le dextrane et ses 
derives, et une masse moleculaire inferieure ou egale a 10 000 lorsqu'il est choisi parmi les polyalkylene gly- 
cols, la polyvinylpyrrolidone ou le polymethylacrylate. 

10 30. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 29, caracterise en ce que le site Z est relie 

au polymere par I'intermediaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 

31 . Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 30, caracterise en ce que le site Z comporte 
des groupes OS0 3 H, OP0 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 

15 




20 

n variant de 1 a environ 4, ou provient du pyridoxalsulfate, du pyridoxal phosphate, de I'adenosine triphosphate, 
de la phosphotyrosine, de la phosphoserine, de I'inositolhexaphosphate et ses derives, d'acide polycarboxy- 
lique contenant de 2 a 1 0 atomes de carbone sur la chatne principale, de I'acide benzenecarboxylique compor- 
tant au moins trois fonctions carboxyliques, du 2,3-diphosphoglycerate. 
25 32. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 31 , caracterise en ce que les liaisons cova- 

lentes entre le polymere et I'hemoglobine sont etablies a partir des groupes carboxyliques provenant des sites 
Z fixes sur le polymere et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

33. Conjugue macromoleculaire selon les revendications 25 a 32, caracterise en ce que les liaisons ioni- 
ques entre le polymere P et I'hemoglobine sont etablies entre les groupes carboxylates des sites Z et I'hemo- 

30 globine. 

34. Conjugue macromoleculaire selon la revendication 25 dans lequel le polymere est du dextrane de 
masse moleculaire d'environ 1 0 000, les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire du groupe carboxy- 
late du benzenedicarboxylate fixe sur le polymere, non engage dans la liaison entre le benzene- 1,2,4-tricar- 
boxylique anhydride et le polymere, 

35 - les liaisons covalentes etant etablies entre I'autre groupe carboxylique du benzene-dicarboxylate - a la 

fois non engage dans la liaison entre le benzene-1,2,4-tricarboxylique anhydride et le polymere et non 
engage dans la liaison ionique def inie ci-dessus - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine, le nombre de grou- 
pes benzenedicarboxylates etant de 1 tous les dix monomeres. 

40 Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES 

1 . Procede de preparation de conjugues macromoleculaires hydrosolubles d'hemoglobine, non biodegra- 
dables ou peu biodegradables, pendant le temps durant lequel le conjugue macromoleculaire doit assurer des 
fonctions oxyphoriques dans le plasma, presentant pour I'oxygene une aff inite inferieure a celle de I'hemoglo- 
45 bine libre, caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un polymere P, a raison d'au moins un site Z par chatne 
de polymere, le polymere P etant hydrosoluble, non toxique, de preference non antigenique, hemocom- 
patible, de masse moleculaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 a environ 
100 000, comportant un ou plusieurs groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles, carboxyli- 

so ques ou amines, et les sites Z contenant d'une part au moins une charge negative portee par des groupes, 

sulfates et/ou phosphates et/ou carboxylates et destinee a creer une liaison ionique avec I'hemoglobine, 
et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, destine a creer une liaison 
covalente avec I'hemoglobine, 

. soiten utilisant un compose Z-Ydans lequel Y est une fonction active ou activable a I'aided'un agent 
55 d'activation, telle que aldehyde, carboxylique, amine, hydroxyle ou halogene, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymere P ; 

- puis dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemo- 
globine sous forme oxygenee dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que I'hemoglobine 
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ne subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de fagon reversible de 
la forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portes par le 
polymere et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte 
5 par le polymere et I'hemoglobine, 

- lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventuellement a des fonctions imines, celles-ci peuvent 
etre stabilisees en fonctions amines, parexemple par reduction a I'aide de NaBH 4 , NaCNBH 3 , le dimethy- 
laminoborane ou HCOOH. 

2. Procede de preparation de conjugues macromoleculaires selon la revendication 1 , caracterise en ce que 
10 Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des charges 

negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et I'hemoglobine (non engagees dans la liaison 
entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et I'hemoglobine) soit la 
suivante : 

- lorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, il 
15 y a au moins un tel site Z tous les dix monomeres du polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant au moins deux groupes anioniques, constitues de sulfates et/ou de 
phosphates, il y a au moins un tel site Z par chame de polymere, 

- lorsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylates, il faut au moins deux 
groupes carboxylates sur un meme site Z, et au moins un tel site Z tous les cinq monomeres, 

20 - lorsque I'un au moins des sites Z contient au moins trois charges negatives provenant de carboxylates, 

il y a au moins un tel site par chame de polymere. 

3. Procede de preparation de conjugues macromoleculaires selon la revendication 1 , caracterise en ce que 
Ton fixe les sites Z sur le polymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des charges 
negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et I'hemoglobine (non engagees dans la liaison 

25 entre un site et le polymere et non engagees dans la liaison covalente entre un site et I'hemoglobine) soit la 
suivante : 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, 
il y a au moins un tel site Z par chame de polymere et au plus un site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage 
30 dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 

I'hemoglobine, il y au moins un tel site Z par chame de polymere, 

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates non engages 
dans la liaison entre le site et le polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 
I'hemoglobine, il y a au moins un site Z par chame de polymere et au plus un tel site Z tous les six mono- 

35 meres. 

4. Procede selon les revendications 1 a 3, caracterise en ce que les liaisons covalentes entre le polymere 
P et I'hemoglobine sont etablies entre au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH porte par les sites 
Z et au moins une amine de I'hemoglobine situee dans le site allosterique de I'hemoglobine lorsque celle-ci 
est sous forme deoxygenee, notamment I'amine de I'une au moins des deux valines p-terminales de I'hemo- 

40 globine. 

5. Procede selon les revendications 1 a 4, caracterise en ce que les ponts salins entre les groupes NH 3 + 
et les groupes COO" internes de I'hemoglobine sont intacts lorsque I'hemoglobine est sous forme deoxygenee. 

6. Procede selon les revendirations 1 a 5, caracterise en ce que le polymere P est choisi parmi les poly- 
saccharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont la radical alkyle comporte de 2 a 4 atomes de carbone, 

45 I'inuline, le dextrane et ses derives, notamment le dextrane amine, I'alcool polyvinyl ique, la polyvinylpyrroli- 
done, le polymethacrylate et ses derives, les polypeptides, les polyalkylene glycols dans lesquels le groupe 
alkylene comporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment le polyethylene glycol et le polypropylene glycol. 

7. Procede selon les revendications 1 a 6, caracterise en ce que le polymere P a une masse moleculaire 
moyenne inferieure ou egale a 70 000, lorsqu'il est constitue par le dextrane et ses derives, et une masse mole- 

50 culaire inferieure ou egale a 10 000 lorsqu'il est choisi parmi les polyalkylene glycols, la polyvinylpyrrolidone 
ou le polymethylacrylate. 

8. Procede selon les revendications 1 a 7, caracterise en ce que le site Z est relie au polymere par I'inter- 
mediaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine. 

9. Procede selon les revendications 1 a 8, caracterise en ce que le site Z comporte les groupes OS0 3 H, 
55 OP0 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 
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n variant de 1 a environ 4, ou provient du pyridoxalsulfate, du pyridoxal phosphate, de I'adenosine triphosphate, 
de la phosphotyrosine, de la phosphoserine, de I'inositolhexaphosphate et ses derives, d'acide polycarboxy- 
lique contenant de 2 a 1 0 atomes de carbone sur la chatne principale, de I'acide benzenecarboxylique compor- 
10 tant au moins trois fonctions carboxyliques, du 2,3-diphosphoglycerate. 

1 0. Procede selon les revendications 1 a 9, caracterise en ce que les liaisons covalentes entre le polymere 
et Themoglobine sont etablies a partir des groupes carboxyliquees provenant des sites Z fixes sur le polymere 
et des groupes NH 2 de Themoglobine. 

11. Procede selon les revendications 1 a 10, caracterise en ce que les liaisons ioniques entre le polymere 
15 P et Themoglobine sont etablies entre les groupes carboxylates des sites Z et Themoglobine. 

12. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine de masse moleculaire d'environ 40 000, et de 2.10- 4 moles d'acide benzenehexacarboxylique par g de 
dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par Tintermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacar- 
20 boxylate fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et Tacide benzenehexacar- 
boxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de Tacide benzenepen- 
tacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre Tacide benzenehexacarboxylique et le polymere 
et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de Themoglobine. 

25 13. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir du dextrane 

amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 3.5x10^ moles d'acide benzenehexacarboxylique par g 
de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par Tintermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacar- 
boxylate fixes sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et Tacide benzenehexacar- 

30 boxylique, 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de Tacide benzenepen- 
tacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre Tacide benzenehexacarboxylique et le polymere 
et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de Themoglobine. 

14. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 
35 amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 3,2x10-4 moles de benzenetetracarboxylique par g de 

dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etablies par Tintermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- 
late fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et Tacide benzenetetracarboxyli- 
que, 

40 - et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de Tacide benzenetricar- 

boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre Tacide benzenetetracarboxylique et le polymere et 
non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de Themoglobine. 

15. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et de 4.10" 4 moles de butane tetracarboxylique par g de poly- 

45 mere, 

- Tintermediaire des groupes carboxylates du butanetricarboxylate fixe sur le polymere, non engages dans 
la liaison entre le polymere et Tacide butanetetracarboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de Tacide butanetricar- 
boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre Tacide butanetetracarboxylique et le polymere et 

so non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus def inies - et des groupes NH 2 de Themoglobine. 

16. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de monome- 
thoxypolyoyethylene amine, de masse moleculaire d'environ 5 000, etde 1.5x10^ moles de bezenehexacar- 
boxylique par g de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par Tintermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacar- 
55 boxylate fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et Tacide benzenehexacar- 
boxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de Tacide benzenepen- 
tacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre Tacide benzenehexacarboxylique et le polymere 
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et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

17. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane, 
de masse moleculaire d'environ 10 000, etde 1.15X10- 3 moles de benzene-1,2,4,5-tetracarboxylique parg de 
polymere, 

5 - les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxy- 

late fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzene-1,2,4,5-tetra- 
carboxylique 

- et les liaisons covalentes etant etablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide benzenetricar- 
boxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzene-1 ,2,4,5-tetracarboxylique et le poly- 

10 mere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH 2 de I'hemoglobine. 

18. Procede selon les revendications 1 a 17, caracterise en ce que a Tissue de la premiere etape, le poly- 
mere comportant les sites Z est active avant d'etre mis en reaction avec I'hemoglobine. 

19. Procede selon les revendications 1 a 18, caracterise en ce que I'activation consiste a transformer les 
fonctions OH en groupes aldehydes, par exemple par oxydation periodique. 

15 20. procede selon les revendications 1 a 19, caracterise en ce que I'activation des sites Z du polymere et 

sa mise en reaction avec I'hemoglobine sont pratiquement simultanees. 

21. Procede selon les revendications 1 a 20, caracterise en ce que les sites Z du polymere : 

- sont actives par exemple a I'aide de carbonyldiimidazole, lorsque les sites Z ne comportent pas de grou- 
pes aldehydes, mais qu'ils contiennent des fonctions hydroxyles, 

20 - ou bien sont actives a I'aide de reactifs utilises en synthese peptidique, lorsque les sites Z comportent 

des groupes carboxyles. 

22. Procede selon les revendications 1 a 21 , caracterise en ce que la reaction entre le polymere et I'hemo- 
globine pendant un temps inferieur a celui entraTnant au plus environ 5 % de methemoglobine, de preference 
pendant au plus 10 h, eta une temperature permettantune conservation correcte de I'hemoglobine, parexem- 

25 pie entre 3°C et 30°C. 

23. procede de preparation selon I'une des revendications 1 a 22 de conjugues d'hemoglobine dans les- 
quels les sites Z sont relies au polymere par I'intermediaire d'une liaison ester, caracterise en ce que : 

- dans une premiere etape, on fait reagir les sites Z sous forme anhydride, notamment du benzene 1 ,2,4,5- 
tetracarboxylique-dianhydride ou du benzene 1,2,4-tricarboxylique-anhydride, sur un polymere compor- 

30 tant des fonctions OH, notamment du dextrane ou du polyethyleneglycol, dans un milieu dans lequel le 

polymere est soluble, pour fixer les sites Z sur le polymere; 

- dans une seconde etape, on fait reagir le polymere P comportant le ou les sites Z avec de I'hemoglobine 
sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que I'hemoglobine ne 
subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymere de fagon reversible de la 

35 forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris de 5 a 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portes par le 
polymere et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z porte 
par le polymere et I'hemoglobine. 

40 

Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, GR, IT, LI, LU, NL, SE 

45 1 . Procedure for the preparation of water-soluble macromolecular conjugates of hemoglobin, only slightly 

or not at all biodegradable during the period of time during which the macromolecular conjugate must exercise 
its oxygen-carrying functions in the plasma, exhibiting an affinity for oxygen less than that of free hemoglobin, 
characterized in that: 

- in the first step, Z sites are bound to a polymer P, to the extent of at least one Z site per polymer chain, 
50 the polymer P being water-soluble, non-toxic, preferably non-antigenic, hemocompatible, of molecular 

mass of about 1,000 to about 500,000, and preferably of about 1,000 to about 100,000, containing one or 
more polar groups, preferably hydroxyl, carboxylic or amine groups, and the Z sites containing, on the one 
hand, at least one negative charge borne by sulfate and/or phosphate and/or carboxy I ate groups and inten- 
ded to lead to the formation of an ionic bond with hemoglobin and containing, on the other hand, at least 
55 one carboxylic, aldehyde or OH group intended to lead to the formation of a covalent bond with hemoglobin, 

. either by using a compound Z-Y in which Y is an active function or can be activated using an activating 

agent, such as aldehyde, carboxylic, amine, hydroxyl or halogen, 

. or by carrying out a radical reaction at the Z sites on the polymer P; 
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- then in the second step, the polymer P containing the Z site(s) is made to react with hemoglobin in the 
oxygenated form in a non-deoxygenated medium under conditions such that the hemoglobin does not 
undergo denaturation and can pass, after coupling to the polymer, in a reversible manner from the oxyge- 
nated form to the deoxygenated form in aqueous medium at a pH varying between about 5 and about 9, 

5 in order to form, on the one hand, at least one ionic linkage between at least one of the Z sites borne 

by the polymer and hemoglobin and, on the other, at least one covalent linkage between the same Z site 
mentioned above borne by the polymer and hemoglobin, 

- when the above-mentioned reaction may lead to imine functions, these latter may be stabilized as amine 
functions by reduction, for example, using NaBH 4 , NaCNBH 3 , dimethylaminoborane or HCOOH. 

10 2. Procedure for the preparation of macromolecular conjugates according to Claim 1 , characterized in that 

the Z sites are bound to the polymer P such that the relationship between the number and the nature of the 
negative charges destined to lead to the formation of an ionic bond between a site and hemoglobin (charges 
not involved in linkage between a site and a polymer and not involved in covalent linkage between a site and 
hemoglobin) is the following: 

15 - when each Z site contains a unique anionic group constituted by a sulfate or a phosphate, there is at 

least one such Z site for every ten monomers of the polymer, 

- when a Z site contains at least two anionic groups constituted by sulfates and/or phosphates, there is at 
least one such Z site per polymer chain, 

- when each Z site contains anionic charges derived from carboxylates, there must be at least two car- 
20 boxy I ate groups at the same Z site, and at least one such Z site for every five monomers, 

- when at least one of the Z sites contains at least three negative charges derived from carboxylates, there 
is at least one such site per polymer chain. 

3. Procedure for the preparation of macromolecular conjugates according to Claim 1, characterized in that 
the Z sites are bound to the polymer P such that the relationship between the number and the nature of the 

25 negative charges intended to lead to the formation of an ionic linkage between a site and hemoglobin (charges 
not involved in linkage between a site and the polymer and not involved in covalent linkage between a site and 
hemoglobin) is the following: 

- when a Z site contains a unique anionic group constituted by a sulfate or a phosphate, there is at least 
one such Z site per polymer chain and not more than one Z site for every eleven monomers, 

30 - when a Z site contains a unique anionic group constituted by a carboxylate not involved in linkage be- 

tween the site and the polymer and not involved in covalent linkage between the polymer and hemoglobin, 
there is at least one such Z site per polymer chain, 

- when a Z site contains two anionic charges derived from two carboxylates not involved in linkage between 
the site and the polymer and not involved in covalent linkage between the polymer and hemoglobin, there 

35 is at least one Z site per polymer chain and not more than one such Z site for every six monomers. 

4. Procedure according to the Claims 1 to 3, characterized in that the covalent linkages between the 
polymer P and hemoglobin are established between at least a carboxylic, aldehyde or OH group borne by the 
Z sites and at least one amino group of hemoglobin located at the allosteric site of hemoglobin when this latter 
is in the deoxygenated form, in particular the amino group of at least one of the two p-terminal valines of hemog- 

40 lobin. 

5. Procedure according to the Claims 1 to 4, characterized in that the salt bridges between the NH 3 + groups 
and the internal COO" groups of the hemoglobin molecule are intact when hemoglobin is in the deoxygenated 
form. 

6. Procedure according to the Claims 1 to 5, characterized in that the polymer P is selected from among 
45 the polysaccharides, in particular the hydroxyalkyl starches in which the alkyl radical contains from 2 to4 carbon 

atoms, inulin, dextran and its derivatives, in particular aminated dextran, polyvinyl alcohol, polyvinylpyrrolidone, 
polymethacrylate and its derivatives, polypeptides, polyalkylene glycols in which the alkylene group contains 
from 2 to 5 carbon atoms, in particular polyethylene glycol and polypropylene glycol. 

7. Procedure according to the Claims 1 to 6, characterized in that the polymer P has an average molecular 
50 mass lower than or equal to 70,000, when it is constituted by dextran and its derivatives, and a molecular mass 

lower than or equal to 10,000 when it is chosen from among the polyalkylene glycols, polyvinylpyrrolidone or 
polymethylacrylate. 

8. Procedure according to the Claims 1 to 7, characterized in that the Z site is linked to the polymer by the 
intermediary of an ester, ether, amide or amine function. 

55 9. Procedure according to the Claims 1 to 8, characterized in that the Z site contains the groups OS0 3 H, 

OP0 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 
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0-CH 2 - r(CH-CH 2 )l -CH 2 -COOH, 
L COOH I 

5 n varying from 1 to about 4, or is derived from pyridoxalsulfate, pyridoxal phosphate, adenosine triphosphate, 
phosphotyrosine, phosphoserine, inositol hexaphosphate and its derivatives, polycarboxylic acids containing 
from 2 to 1 0 carbon atoms in the main chain, benzene carboxylic acids containing at least three carboxylic func- 
tions, 2,3-diphosphoglycerate. 

10. Procedure according to the Claims 1 to 9, characterized in that the covalent linkages between the 
10 polymer and hemoglobin are established through the carboxylic groups present at the Z sites bound to the 

polymer and NH 2 groups of hemoglobin. 

1 1 . Procedure according to the Claims 1 to 1 0, characterized in that the ionic linkages between the polymer 
P and hemoglobin are established between the carboxylate groups of the Z sites and hemoglobin. 

12. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 
15 dextran of molecular mass of about 40,000, and 2x10^ moles of benzene hexacarboxylic acid perg of dextran, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of carboxylate groups of the benzene pentacar- 
boxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the benzene hexacar- 
boxylic acid, 

- and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene pen- 
20 tacarboxylic acid - implicated in neither linkage between the benzene hexacarboxylic acid and the polymer 

nor in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

13. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 
dextran of molecular mass of about 10,000 and 3.5x10^ moles of benzene hexacarboxylic acid perg of dextran, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of carboxylate groups of the benzene pentacar- 
25 boxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the benzene hexacar- 
boxylic acid, 

- and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene pen- 
tacarboxylic acidimplicated in neither linkage between the benzene hexacarboxylic acid and the polymer 
nor in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

30 14. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 

dextran of molecular mass of about 1 0,000, and 3.2x1 0- 4 moles of benzene tetracarboxylic acid per g of dextran, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of carboxylate groups of the benzene tricarboxyl- 
ate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the benzene tetracarboxylic 
acid, 

35 - and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene tricar- 

boxylic acid - implicated in neither linkage between the benzene tetracarboxylic acid and the polymer nor 
in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

15. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 
dextran of molecular mass of about 10,000, and 4x10^ moles of butane tetracarboxylic acid per g of polymer, 

40 - the ionic linkages being established by the intermediary of the carboxylate groups of the butane tricar- 

boxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the butane tetracar- 
boxylic acid, 

- and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the butane tricar- 
boxylic acid - implicated in neither linkage between the butane tetracarboxylic acid and the polymer nor in 

45 the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

16. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 
monomethoxypolyoxyethylene of molecular mass of about 5,000, and 1.5X10" 4 moles of benzene hexacar- 
boxylic acid per g of polymer, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of the carboxylate groups of the benzene pen- 
so tacarboxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the benzene 

hexacarboxylic acid, 

- and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene pen- 
tacarboxylic acid - implicated in neither linkage between the benzene hexacarboxylic acid and the polymer 
nor in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

55 17. Procedure according to Claim 1 , characterized in that the polymer is obtained starting from dextran of 

molecular mass of about 1 0,000, and 1 . 1 5x1 0- 3 moles of 1 ,2,4,5-benzene tetracarboxylic acid per g of polymer, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of the carboxylate groups of the benzene tricar- 
boxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the 1,2,4,5-benzene 
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tetracarboxylic acid, 

- and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene tricar- 
boxylic acid - implicated in neither linkage between the 1,2,4,5-benzene tetracarboxylic acid and the 
polymer nor in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

5 18. Procedure according to the Claims 1 to 17, characterized in that at the end of the first step, the polymer 

containing the Z sites is activated before being made to react with hemoglobin. 

19. Procedure according to the Claims 1 to 18, characterized in that the activation consists of converting 
the OH functions to aldehyde groups by periodate oxidation, for example. 

20. Procedure according to the Claims 1 to 19, characterized in that the activation of the Z sites of the 
10 polymer and its reaction with hemoglobin are practically simultaneous. 

21. Procedure according to the Claims 1 to 20, characterized in that the Z sites of the polymer: 

- are activated, for example, using carbonyl diimidazole, when the Z sites do not contain aldehyde groups 
but when they contain hydroxyl functions, 

- or are activated using reagents used in peptide synthesis when the Z sites contain carboxyl groups. 

15 22. Procedure according to the Claims 1 to 21 , characterized in that the reaction between the polymer and 

hemoglobin is carried out for a time shorter than that leading to the formation of more than about 5% of 
methemoglobin, and preferably not exceeding 10 h, and at a temperature at which the hemoglobin is not denat- 
ured, for example, between 3°C and 30°C. 

23. Procedure for the preparation according to any one of the Claims 1 to 22 of hemoglobin conjugates in 
20 which the Z sites are linked to the polymer by the intermediary of an ester linkage, characterized in that: 

- in the first step, the Z sites are made to react in the form of an anhydride, in particular of 1,2,4,5-benzene 
tetracarboxylic acid dian hydride or of 1 ,2,4-benzene tricarboxylic acid anhydride, with a polymer containing 
OH functions, in particular dextran or polyethylene glycol, in a medium in which the polymer is soluble in 
order to bind the Z sites to the polymer; 

25 - in the second step, the polymer P containing the Z site(s) is made to react with hemoglobin in the oxyge- 

nated form in a non-deoxygenated medium under conditions such that the hemoglobin does not undergo 
denaturation and can pass, after coupling to the polymer, in a reversible manner from the oxygenated form 
to the deoxygenated form in an aqueous medium at a pH varying between 5 and 9, 

in order to form, on the one hand, at least one ionic linkage between at least one of the Z sites borne 

30 by the polymer and hemoglobin and, on the other, at least one covalent linkage between the same Z site 

mentioned above borne by the polymer and hemoglobin. 

24. Macromolecu la r conjugate characterized in that it is obtained by the procedure according to Claim 3. 

25. Water-soluble macromolecular conjugate of hemoglobin, only slightly or not at all biodegradable during 
the period of time during which the macromolecular conjugate must exercise its oxygen-carrying functions in 

35 the plasma, exhibiting an affinity for oxygen less than that of free hemoglobin, characterized in that it is con- 
stituted: 

- on the one hand, by hemoglobin, which can pass in a reversible manner from the deoxygenated form to 
the oxygenated form, 

- on the other hand, by a water-soluble polymer P, non-toxic, preferably non-antigenic, hemocompatible, 
40 of molecular mass of about 1 ,000 to about 500,000, and preferably of about 1 ,000 to about 1 00,000, con- 
taining polar groups, preferably hydroxyl, carboxylic or amine groups, 

- this polymer contains one or more Z sites containing, on the one hand, at least one negative charge borne 
by at least one group chosen from among the following groups: sulfate, phosphate, carboxylate, and inten- 
ded to lead to the formation of an ionic linkage to the polymer and containing, on the other hand, at least 

45 one carboxylic, aldehyde or OH group, intended to lead to the formation of a covalent linkage to hemog- 

lobin, 

- the polymer P being linked to hemoglobin 

. on the one hand, by the intermediary of at least one ionic linkage established between at least one 
of the negative charges of the Z sites borne by the polymer P and hemoglobin, and 
50 . on the other hand, by the intermediary of at least one covalent linkage established between at least 

one of the carboxylic, aldehyde or OH groups of the above-mentioned Z sites borne by the polymer P 
and hemoglobin, 

- the number of covalent linkages between the polymer and hemoglobin being such that the macromolecu- 
lar conjugate has an average molecular mass of from about 70,000 to about 1 ,000,000, and preferably from 

55 about 70,000 to about 500,000, the relationship between the number and the nature of the negative 

charges, the number of sites and the number of monomers being the following: 

- when a Z site contains a unique anionic group constituted by a sulfate or a phosphate, there is at least 
one such Z site per polymer chain and not more than one site for every eleven monomers, 
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- when the Z site contains a unique anionic group constituted by a carboxylate, not involved in linkage be- 
tween the site and the polymer and not involved in covalent linkage between the polymer and hemoglobin, 
there is at least one such Z site per polymer chain, 

- when a Z site contains two anionic charges derived from two carboxylates, not involved in linkage be- 
5 tween the site and the polymer and not involved in covalent linkage betweeen the polymer and hemoglobin, 

there is at least one such Z site per polymer chain and not more than one Z site for every six monomers. 

26. Macromolecular conjugate according to Claim 25, characterized in that the covalent linkages between 
the polymer P and hemoglobin are established between at least one carboxy lie or aldehyde or OH group borne 
by the Z sites and at least one amino group of hemoglobin located at the allosteric site of hemoglobin, in par- 

10 ticular the amino group of at least one of the two p-terminal valines of hemoglobin. 

27. Macromolecular conjugate according to the Claims 25 and 26, characterized in that the salt bridges 
between the NH 3 + groups and the internal COO" of the hemoglobin molecule are intact when the hemoglobin 
is in the deoxygenated form. 

28. Macromolecular conjugate according to the Claims 26 and 27, characterized in that the polymer P is 
15 selected from among the polysaccharides, in particular the hydroxyalkyl starches in which the alkyl radical con- 
tains from 2 to 4 carbon atoms, inulin, dextran and its derivatives, in particular aminated dextran, polyvinyl 
alcohol, polyvinylpyrrolidone, polymethacrylate and its derivatives, polypeptides, polyalkylene glycols in which 
the alkylene group contains from 2 to 5 carbon atoms, in particular polyethylene glycol and polypropylene 
glycol. 

20 29. Macromolecular conjugate according to the Claims 25 to 28, characterized in that the polymer P has 

an average molecular mass lower than or equal to 70,000 when it is constituted by dextran and its derivatives, 
and a molecular mass lower than or equal to 10,000 when it is chosen from among the polyalkylene glycols, 
polyvinylpyrrolidone or polymethylacrylate. 

30. Macromolecular conjugate according to the Claims 25 to 29, characterized in that the Z site is linked 
25 to the polymer by the intermediary of an ester, ether, amide or amine function. 

31. Macromolecular conjugate according to the Claims 25 to 30, characterized in that the Z site contains 
the groups OS0 3 H, OP0 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 

0-CH o -f(CH-CH 0 )l -CH o -C00H, 
30 2 I | 2 I n 2 

L COOH J 

n varying from 1 to about 4, or is derived from pyridoxal sulfate, pyridoxal phosphate, adenosine triphosphate, 
phosphotyrosine, phosphoserine, inositol hexaphosphate and its derivates, polycarboxylic acids containing 
35 from 2 to 1 0 carbon atoms in the main chain, benzene carboxylic acids containing at least three carboxylic func- 
tions, 2,3-diphosphoglycerate. 

32. Macromolecular conjugate according to the Claims 25 to 31 , characterized in that the covalent linkages 
between the polymer and hemoglobin are established through carboxylic groups derived from the Z sites bound 
to the polymer and NH 2 groups of hemoglobin. 

40 33. Macromolecular conjugate according to the Claims 25 to 32, characterized in that the ionic linkages 

between the polymer P and hemoglobin are established between the carboxylate groups of the Z sites and 
hemoglobin. 

34. Macromolecular conjugate according to claim 25, in which the polymer dextran of molecular mass of 
about 10,000, the ionic linkages being established by the intermediary of the carboxylate group of benzene 
45 dicarboxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the 1,2,4-benzene tricarboxylic acid 
anhydride and the polymer, 

- the covalent linkages being established between the other carboxylic group of benzene dicarboxylate - 
implicated in neither linkage between the 1,2,4-benzene tricarboxylic acid anhydride and the polymer nor 
in the ionic linkage specified above - and NH 2 groups of hemoglobin, the number of benzene dicarboxylate 

so groups being 1 for every ten monomers. 

Claims for the following Contracting State : ES 

1 . Procedure for the preparation of water-soluble macromolecular conjugates of hemoglobin, only slightly 
55 or not at all biodegradable during the period of time during which the macromolecular conjugate must exercise 
its oxygen-carrying functions in the plasma, exhibiting an affinity for oxygen less than that of free hemoglobin, 
characterized in that: 

- in the first step, Z sites are bound to a polymer P, to the extent of at least one Z site per polymer chain, 
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the polymer P being water-soluble, non-toxic, preferably non-antigen ic, hemocompatible, of molecular 
mass of about 1,000 to about 500,000, and preferably of about 1,000 to about 100,000, containing one or 
more polar groups, preferably hydroxyl, carboxylic or amine groups, and the Z sites containing, on the one 
hand, at least one negative charge borne by sulfate and/or phosphate and/or carboxy I ate groups and inten- 
5 ded to lead to the formation of an ionic bond with hemoglobin and containing, on the other hand, at least 

one carboxylic, aldehyde or OH group intended to lead to the formation of a covalent bond with hemoglobin, 
. either by using a compound Z-Y in which Y is an active function or can be activated using an activating 
agent, such as aldehyde, carboxylic, amine, hydroxyl or halogen, 
. or by carrying out a radical reaction at the Z sites on the polymer P; 
10 - then in the second step, the polymer P containing the Z site(s) is made to react with hemoglobin in the 

oxygenated form in a non-deoxygenated medium under conditions such that the hemoglobin does not 
undergo denaturation and can pass, after coupling to the polymer, in a reversible manner from the oxyge- 
nated form to the deoxygenated form in aqueous medium at a pH varying between about 5 and about 9, 
in order to form, on the one hand, at least one ionic linkage between at least one of the Z sites borne 
15 by the polymer and hemoglobin and, on the other, at least one covalent linkage between the same Z site 

mentioned above borne by the polymer and hemoglobin, 

- when the above-mentioned reaction may lead to imine functions, these latter may be stabilized as amine 
functions by reduction, for example, using NaBH 4 , NaCNBH 3 , dimethylaminoborane or HCOOH. 

2. Procedure for the preparation of macromolecular conjugates according to Claim 1, characterized in that 
20 the Z sites are bound to the polymer P such that the relationship between the number and the nature of the 

negative charges destined to lead to the formation of an ionic bond between a site and hemoglobin (charges 
not involved in linkage between a site and a polymer and not involved in covalent linkage between a site and 
hemoglobin) is the following: 

- when each Z site contains a unique anionic group constituted by a sulfate or a phosphate, there is at 
25 least one such Z site for every ten monomers of the polymer, 

- when a Z site contains at least two anionic groups constituted by sulfates and/or phosphates, there is at 
least one such Z site per polymer chain, 

- when each Z site contains anionic charges derived from carboxylates, there must be at least two car- 
boxylate groups at the same Z site, and at least one such Z site for every five monomers, 

30 - when at least one of the Z sites contains at least three negative charges derived from carboxylates, there 

is at least one such site per polymer chain. 

3. Procedure for the preparation of macromolecular conjugates according to Claim 1, characterized in that 
the Z sites are bound to the polymer P such that the relationship between the number and the nature of the 
negative charges intended to lead to the formation of an ionic linkage between a site and hemoglobin (charges 

35 not involved in linkage between a site and the polymer and not involved in covalent linkage between a site and 
hemoglobin) is the following: 

- when a Z site contains a unique anionic group constituted by a sulfate or a phosphate, there is at least 
one such Z site per polymer chain and not more than one Z site for every eleven monomers, 

- when a Z site contains a unique anionic group constituted by a carboxylate not involved in linkage be- 
40 tween the site and the polymer and not involved in covalent linkage between the polymer and hemoglobin, 

there is at least one such Z site per polymer chain, 

- when a Z site contains two anionic charges derived from two carboxylates not involved in linkage between 
the site and the polymer and not involved in covalent linkage between the polymer and hemoglobin, there 
is at least one Z site per polymer chain and not more than one such Z site for every six monomers. 

45 4. Procedure according to the Claims 1 to 3, characterized in that the covalent linkages between the 

polymer P and hemoglobin are established between at least a carboxylic, aldehyde or OH group borne by the 
Z sites and at least one amino group of hemoglobin located at the allosteric site of hemoglobin when this latter 
is in the deoxygenated form, in particular the amino group of at least one of the two p-terminal valines of hemog- 
lobin. 

50 5. Procedure according to the Claims 1 to 4, characterized in that the salt bridges between the NH 3 + groups 

and the internal COO" groups of the hemoglobin molecule are intact when hemoglobin is in the deoxygenated 
form. 

6. Procedure according to the Claims 1 to 5,, characterized in that the polymer P is selected from among 
the polysaccharides, in particular the hydroxyalkyl starches in which the alkyl radical contains from 2 to4 carbon 

55 atoms, inulin, dextran and its derivatives, in particular aminated dextran, polyvinyl alcohol, polyvinylpyrrolidone, 
polymethacrylate and its derivatives, polypeptides, polyalkylene glycols in which the alkylene group contains 
from 2 to 5 carbon atoms, in particular polyethylene glycol and polypropylene glycol. 

7. Procedure according to the Claims 1 to 6, characterized in that the polymer P has an average molecular 
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mass lower than or equal to 70,000, when it is constituted by dextran and its derivatives, and a molecular mass 
lower than or equal to 10,000 when it is chosen from among the polyalkylene glycols, polyvinylpyrrolidone or 
polymethylacrylate. 

8. Procedure according to the Claims 1 to 7, characterized in that the Z site is linked to the polymer by the 
5 intermediary of an ester, ether, amide or amine function. 

9. Procedure according to the Claims 1 to 8, characterized in that the Z site contains the groups OS0 3 H, 
OP0 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 

0-CH 2 -RCH-OT 2 )T-CH 2 -COOH, 
L COOH J 

n varying from 1 to about 4, or is derived from pyridoxalsulfate, pyridoxal phosphate, adenosine triphosphate, 
phosphotyrosine, phosphoserine, inositol hexaphosphate and its derivatives, polycarboxylic acids containing 
15 from 2 to 1 0 carbon atoms in the main chain, benzene carboxylic acids containing at least three carboxylic func- 
tions, 2,3-diphosphoglycerate. 

10. Procedure according to the Claims 1 to 9, characterized in that the covalent linkages between the 
polymer and hemoglobin are established through the carboxylic groups present at the Z sites bound to the 
polymer and NH 2 groups of hemoglobin. 

20 11. Procedure according to the Claims 1 to 1 0, characterized in that the ionic linkages between the polymer 

P and hemoglobin are established between the carboxylate groups of the Z sites and hemoglobin. 

12. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 
dextran of molecular mass of about 40,000, and 2x10^ moles of benzene hexacarboxylic acid perg of dextran, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of carboxylate groups of the benzene pentacar- 
25 boxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the benzene hexacar- 
boxylic acid, 

- and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene pen- 
tacarboxylic acid - implicated in neither linkage between the benzene hexacarboxylic acid and the polymer 
nor in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

30 13. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 

dextran of molecular mass of about 10,000 and 3.5x10^ moles of benzene hexacarboxylic acid perg of dextran, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of carboxylate groups of the benzene pentacar- 
boxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the benzene hexacar- 
boxylic acid, 

35 - and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene pen- 

tacarboxylic acid - implicated in neither linkage between the benzene hexacarboxylic acid and the polymer 
nor in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

14. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 
dextran of molecular mass of about 1 0,000, and 3.2x1 0- 4 moles of benzene tetracarboxylic acid per g of dextran, 

40 - the ionic linkages being established by the intermediary of carboxylate groups of the benzene tricarboxyl- 

ate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the benzene tetracarboxylic 
acid, 

- and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene tricar- 
boxylic acid - implicated in neither linkage between the benzene tetracarboxylic acid and the polymer nor 

45 in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

15. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 
dextran of molecular mass of about 10,000, and 4x10^ moles of butane tetracarboxylic acid per g of polymer, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of the carboxylate groups of the butane tricar- 
boxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the butane tetracar- 

50 boxylic acid, 

- and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the butane tricar- 
boxylic acid - implicated in neither linkage between the butane tetracarboxylic acid and the polymer nor in 
the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

16. Procedure according to Claim 1, characterized in that the polymer is obtained starting from aminated 
55 monomethoxypolyoxyethylene of molecular mass of about 5,000, and 1.5X10- 4 moles of benzene hexacar- 
boxylic acid per g of polymer, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of the carboxylate groups of the benzene pen- 
tacarboxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the benzene 
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hexacarboxylic acid, 

- and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene pen- 
tacarboxylic acid - implicated in neither linkage between the benzene hexacarboxylic acid and the polymer 
nor in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 

5 17. Procedure according to Claim 1 , characterized in that the polymer is obtained starting from dextran of 

molecular mass of about 1 0,000, and 1 . 1 5x1 0~ 3 moles of 1 ,2,4,5-benzene tetracarboxylic acid per g of polymer, 

- the ionic linkages being established by the intermediary of the carboxylate groups of the benzene tricar- 
boxylate bound to the polymer and not involved in linkage between the polymer and the 1,2,4,5-benzene 
tetracarboxylic acid, 

10 - and the covalent linkages being established between the other carboxylic groups of the benzene tricar- 

boxylic acid - implicated in neither linkage between the 1,2,4,5-benzene tetracarboxylic acid and the 
polymer nor in the ionic linkages specified above - and NH 2 groups of hemoglobin. 
1 8. Procedure according to the Claims 1 to 1 7, characterized in that at the end of the first step, the polymer 
containing the Z sites is activated before being made to react with hemoglobin. 
15 19. Procedure according to the Claims 1 to 18, characterized in that the activation consists of converting 

the OH functions to aldehyde groups by periodate oxidation, for example. 

20. Procedure according to the Claims 1 to 19, characterized in that the activation of the Z sites of the 
polymer and its reaction with hemoglobin are practically simultaneous. 

21. Procedure according to the Claims 1 to 20, characterized in that the Z sites of the polymer: 

20 - are activated, for example, using carbonyl diimidazole, when the Z sites do not contain aldehyde groups 

but when they contain hydroxyl functions, 

- or are activated using reagents used in peptide synthesis when the Z sites contain carboxyl groups. 

22. Procedure according to the Claims 1 to 21 , characterized in that the reaction between the polymer and 
hemoglobin is carried out for a time shorter than that leading to the formation of more than about 5% of 

25 methemoglobin, and preferably not exceeding 10 h, and at a temperature at which the hemoglobin is not denat- 
ured, for example, between 3°C and 30°C. 

23. Procedure for the preparation according to any one of the Claims 1 to 22 of hemoglobin conjugates in 
which the Z sites are linked to the polymer by the intermediary of an ester linkage, characterized in that: 

- in the first step, the Z sites are made to react in the form of an anhydride, in particular of 1,2,4,5-benzene 
30 tetracarboxylic acid dianhydride or of 1 ,2,4-benzene tricarboxylic acid anhydride, with a polymer containing 

OH functions, in particular dextran or polyethylene glycol, in a medium in which the polymer is soluble in 
order to bind the Z sites to the polymer; 

- in the second step, the polymer P containing the Z site(s) is made to react with hemoglobin in the oxyge- 
nated form in a non-deoxygenated medium under conditions such that the hemoglobin does not undergo 

35 denaturation and can pass, after coupling to the polymer, in a reversible manner from the oxygenated form 

to the deoxygenated form in an aqueous medium at a pH varying between 5 and 9, 

in order to form, on the one hand, at least one ionic linkage between at least one of the Z sites borne 
by the polymer and hemoglobin and, on the other, at least one covalent linkage between the same Z site 
mentioned aboveborne by the polymer and hemoglobin. 

40 

Patentanspruche 

Patentanspriiche fur folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, GR, IT, LI, LU, NL, SE 

45 

1. Verfahren zur Herstellung von makromolekularen wasserloslichen Hamoglobin-Konjugaten, die wah- 
rend derZeit, in der das makromolekulare Konjugat Sauerstoff-transportierende Funktionen im Plasma sicher- 
stellen muli, nichtoderwenig biologisch abbaubarsind, und die fur Sauerstoff eine geringere Affinitat besitzen 
als das freie Hamoglobin, dadurch gekennzeichnet, dali man 
50 - in einer ersten Stufe Stellen Z auf einem Polymeren P f ixiert in einem Verhaltnis von mindestens eine 

Stelle Z je Polymerkette, wobei das Polymer P wasserloslich, nicht-toxisch, vorzugsweise nicht-antige- 
nisch, hamokompatibel ist, eine Molekularmasse von etwa 1000 bis etwa 500 000, vorzugsweise von etwa 
1000 bis etwa 100 000, aufweist, eine oder mehrere polare Gruppen, vorzugsweise Hydroxyl-, Carbon- 
saure- oder Amingruppen, besitzt und die Stellen Z einerseits mindestens eine negative Ladung, getragen 
55 von Sulfat- und/oder Phosphat- und/oder Carboxylatgruppen, und zur Erzeugung einer ionischen Bindung 

mit dem Hamoglobin bestimmt, und andererseits mindestens eine Carbonsaure-, Aldehyd- oder OH-Grup- 
pe, dazu bestimmt, eine kovalente Bindung mit Hamoglobin zu erzeugen, enthalten, 

. entweder indem man eine Verbindung Z-Y verwendet, in der Y eine aktive oder mit Hilfe eines Akti- 
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vierungsmittels aktivierbare Funktion ist, wie Aldehyd, Carbonsaure, Amin, Hydroxyl oder Halogen, 
oder 

. indem man Stellen Z auf das Polymer P radikalisch aufpfropft; 

- dali man dann in einer zweiten Stufe das Polymer P, das die Stelle(n) Z enthalt, mit Hamoglobin in oxi- 
5 dierter Form in einem nicht von Sauerstoff befreiten Medium untersolchen Bedingungen umsetzt, dafidas 

Hamoglobin nicht denaturiertwird und nach dem Kuppeln mitdem Polymeren reversibel von deroxidierten 
in die desoxidierte Form ubergehen kann, in walirigem Medium vom pH-Wert etwa 5 bis 9, 

urn einerseits mindestens eine ionische Bindung zwischen mindestens einer der Stellen Z auf dem 
Polymeren und dem Hamoglobin und andererseits mindestens eine kovalente Bindung zwischen derslei- 
10 chen genannten Stelle Z auf dem Polymeren und dem Hamoglobin zu bilden, 

- wenn die hier oben angegebene Reaktion gegebenenfalls zu Imingruppen fuhrt, diese als Amingruppen 
stabilisieren kann, beispielsweise durch Reduktion mit Hilfe von NaBH 4 , NaCNBH 3 , Dimethylaminoboran 
oder HCOOH. 

2. Verfahren zur Herstellung von makromolekularen Konjugaten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
15 net, dali man die Stellen Z auf dem Polymeren Psofixiert, da&die Beziehung zwischen Anzahl und Beschaf- 

fenheit der negativen Ladungen, die dazu bestimmt sind, eine ionische Bindung zwischen einer Stelle und dem 
Hamoglobin (die nicht an der Bindung zwischen einer Stelle und dem Polymeren teilnehmen und nicht an der 
kovalenten Bindung zwischen einer Stelle und dem Hamoglobin teilnehmen) die folgende ist: 

- wenn jede Stelle Z eine einzige anionische Gruppe, bestehend aus einem Sulfat oder einem Phosphat, 
20 enthalt, gibt es alle zehn Monomer(einheiten) des Polymeren mindestens eine solche Stelle Z, 

- wenn es sich um eine Stelle Z handelt, die mindestens zwei anionische Gruppen, bestehend aus Sulfaten 
und/oder Phosphaten, enthalt, gibt es je Polymerkette mindestens eine solche Stelle Z, 

- wenn jede Stelle Z von Carboxylaten stammende anionische Ladungen enthalt, mussen mindestens zwei 
Carboxylatgruppen auf einer selben Stelle Z und mindestens eine solche Stelle Z alle funf Monomer(ein- 

25 heiten) vorhanden sein, 

- wenn mindestens eine der Stellen Z mindestens drei von Carboxylaten stammende negative Ladungen 
enthalt, ist mindestens eine solche Stelle je Polymerkette vorhanden. 

3. Verfahren zur Herstellung von makromolekularen Konjugaten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dali man die Stellen Z auf dem Polymeren Psofixiert, dafidie Beziehung zwischen Anzahl und Beschaf- 

30 fenheit der zur Erzeugung einer ionischen Bindung zwischen einer Stelle und dem Hamoglobin bestimmten 
negativen Ladungen (die nicht an der Bindung zwischen einer Stelle und dem Polymeren und nicht an der ko- 
valenten Bindung zwischen einer Stelle und dem Hamoglobin teilnehmen) die folgende ist: 

- wenn es sich um eine Stelle Z handelt, die eine einzige anionische Gruppe, bestehend aus einem Sulfat 
oder einem Phosphat, enthalt, ist mindestens eine solche Stelle Z je Polymerkette und hochstens eine Stel- 

35 le Z alle elf Monomer(einheiten) vorhanden, 

- wenn es sich um eine Stelle Z handelt, die eine einzige anionische Gruppe, bestehend aus einem Car- 
boxylat, enthalt, die nicht an der Bindung zwischen der Stelle und dem Polymeren und nicht an der kova- 
lenten Bindung zwischen dem Polymeren und dem Hamoglobin teilnimmt, ist mindestens eine solche Stelle 
Z je Polymerkette vorhanden, 

40 - wenn es sich um eine Stelle Z handelt, die zwei anionische Ladungen enthalt, die von zwei Carboxylaten 

stammen, die nicht an der Bindung zwischen der Stelle und dem Polymeren und nicht an der kovalenten 
Bindung zwischen dem Polymeren und dem Hamoglobin teilnehmen, ist mindestens eine Stelle Z je Po- 
lymerkette und hochstens eine solche Stelle Z alle sechs Monomer(ein heiten) vorhanden. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dali die kovalenten Bindungen zwi- 
45 schen dem Polymeren P und dem Hamoglobin zwischen mindestens einer Carboxyl-, Aldehyd- oder OH-Grup- 

pe der Stellen Z und mindestens einem Amin des Hamoglobins, gelegen in der allosterischen Stelle des 
Hamoglobins, wenn dieses in desoxidierter Form vorliegt, vorallem dem Amin von mindestens einem der bei- 
den p-terminalen Valine des Hamoglobins hergestellt werden. 

5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Salzbrucken zwischen den 
50 inneren NH 3 + - und COO~-Gruppen des Hamoglobins intakt sind, wenn das Hamoglobin in desoxidierter Form 

vorliegt. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dali das Polymer P aus den Poly- 
saccharide^ vorallem den Hydroxyalkylstarken, deren Alkylgruppe 2 bis 4 Kohlenstoffatome enthalt, Inulin, 
Dextran und seinen Derivaten, vorallem dem aminierten Dextran, Polyvinylalkohol, Polyvinyl pyrrol idon, Poly- 

55 methacrylat und seinen Derivaten, Polypeptiden, Polyalkylenglykolen, deren Alkylengruppe 2 bis 5 Kohlen- 
stoffatome enthalt, vorallem Polyethylenglykol und Polypropylenglykol, ausgewahlt wird. 

7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dali das Polymer P eine mittlere Mo- 
lekularmasse kleiner oder gleich 70 000 aufweist, wenn es aus Dextran und seinen Derivaten besteht, und 
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eine Molekularmasse kleiner oder gleich 10 000, wenn es aus den Polyalkylenglykolen, Polyvinyl pyrrolidon 
Oder Polymethylacrylat ausgewahlt ist. 

8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daft die Stelle Z uber eine Ester-, 
Ether-, Amid- oder Amingruppe an das Polymer gebunden ist. 
5 9. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daft die Stelle Z die Gruppen OS0 3 H, 

OP0 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 



10 




COOH 



umfaftt, wobei n 1 bis etwa 4 sein kann, oder von Pyridoxalsulfat, Pyridoxylphosphat, Adenosintriphosphat, 
Phosphotyrosin, Phosphoserin, Inosithexaphosphat und seinen Derivaten, einer Polycarbonsaure mit2 bis 10 

15 Kohlenstoffatomen in der Hauptkette, Benzolcarbonsaure mit mindestens drei Carbonsauregruppen oder 2,3- 
Diphosphoglycerat stammt. 

1 0. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daft die kovalenten Bindungen zwi- 
schen dem Polymeren und dem Hamoglobin ausgehend von Carboxylgruppen, die von an das Polymer ge- 
bundenen Stellen Z stammen, und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt werden. 

20 11. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daft die ionischen Bindungen zwi- 

schen dem Polymeren P und dem Hamoglobin zwischen den Carboxylatgruppen der Stellen Z und dem Ha- 
moglobin erzeugt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das Polymer ausgehend von aminiertem 
Dextran mit einer Molekularmasse von etwa 40 000 und von 2x10^ mol Benzolhexacarbonsaure je g Dextran 

25 erhalten wird, wobei 

- die ionischen Bindungen mit Hilfe der Carboxylatgruppen des an das Polymeren gebundenen Benzol- 
pentacarboxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzolhexacarbonsaure teil- 
nehmen, hergestellt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzol pentacarbonsaure - 
30 die gleichzeitig nicht an der Bindung zwischen Benzolhexacarbonsaure und dem Polymeren und nicht an 

den hieroben definierten ionischen Bindungen teilnehmen - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins herge- 
stellt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das Polymer ausgehend von aminiertem 
Dextran mit einer Molekularmasse von etwa 10 000 und von 3,5x1 0^ mol Benzolhexacarbonsaure je g Dextran 

35 erhalten wird, wobei 

- die ionischen Bindungen mit Hilfe der Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren f ixierten Benzolpen- 
tacarboxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzolhexacarbonsaure teil- 
nehmen, erzeugt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzol pentacarbonsaure - 
40 die gleichzeitig weder an der Bindung zwischen der Benzolhexacarbonsaure und dem Polymeren noch an 

den hieroben definierten ionischen Bindungen beteiligt sind - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt 
werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das Polymer ausgehend von aminiertem 
Dextran mit einer Molekularmasse von etwa 10 000 und von 3,2x10-* mol Benzoltetracarbonsaure je g Dextran 

45 erhalten wird, wobei 

- die ionischen Bindungen mit Hilfe von Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren f ixierten Benzoltri- 
carboxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzoltetracarbonsaure beteiligt 
sind, erzeugt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzoltricarbonsaure - die 
50 gleichzeitig wederan der Bindung zwischen Benzoltetracarbonsaure und dem Polymeren noch an den hier 

oben definierten ionischen Bindungen beteiligt sind - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das Polymer ausgehend von aminiertem 
Dextran mit einer Molekularmasse von etwa 10 000 und von 4x1 0- 4 mol Butantetracarbonsaure je g Polymer 
erhalten wird, wobei 

55 - die ionischen Bindungen mit Hilfe der Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren f ixierten Butantricar- 

boxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Butantetracarbonsaure beteiligt sind, 
erzeugt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Butantricarbonsaure - die 
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gleichzeitig wederan der Bindung zwischen der Butantetracarbonsaure und dem Polymeren noch an den 
hierobendefinierten ionischen Bindungen beteiligtsind-und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt wer- 
den. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymer ausgehend von aminiertem 
5 Monomethoxypolyoxyethylen mit einer Molekularmasse von etwa 5000 und von 1 ,5x10^ mol Be nzol hexacar- 
bonsaure je g Polymer erhalten wird, wobei 

- die ionischen Bindungen mit Hilfe von Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren fixierten Benzolpen- 
tacarboxylats,die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzol hexacarbonsaure beteiligt 
sind, erzeugt werden, 

10 - und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzol pentacarbonsaure - 

die gleichzeitig weder an der Bindung zwischen der Benzol hexacarbonsaure und dem Polymeren noch an 
den hier oben def inierten ionischen Bindungen beteiligt sind - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt 
werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymer ausgehend von Dextran mit 
15 einer Molekularmasse von etwa 10 000 und von 1,15x10" 3 mol Benzol- 1,2,4, 5-tetracarbonsau re je g Polymer 

erhalten wird, wobei 

- die ionischen Bindungen mit Hilfe von Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren fixierten Benzoltri- 
carboxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzol- 1,2,4, 5-tetracarbonsau re 
beteiligt sind, erzeugt werden, 

20 - und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzoltricarbonsaure - die 

gleichzeitig weder an der Bindung zwischen der Benzol- 1,2,4, 5-tetracarbonsau re und dem Polymeren 
noch an den hier oben def inierten ionischen Bindungen beteiligt sind - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins 
erzeugt werden. 

18. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB am Endederersten Stufe das 
25 Polymer mit den Stellen Z vor der Reaktion mit dem Hamoglobin aktiviert wird. 

19. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivierung darin besteht, 
daB man die OH-Gruppen in Aldehydgruppen uberfuhrt, beispielsweise durch periodische Oxidation. 

20. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivierung der Stellen Z 
des Polymeren und seine Reaktion mit dem Hamoglobin praktisch gleichzeitig ablaufen. 

30 21. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB die Stellen Z des Polymeren 

- mit beispielsweise Carbonyldiimidazol aktiviert werden, wenn die Stellen Z keine Aldehydgruppen, aber 
Hydroxylgruppen enthalten, 

- oder mit Hilfe von in der Peptidsyntheseverwendeten Reaktionspartnern aktiviert werden, wenn die Stel- 
len Z Carboxylgruppen enthalten. 

35 22. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktion zwischen dem 

Polymeren und dem Hamoglobin wahrend einer Zeit, die kurzer ist als die Zeit, die zu hochstens etwa 5% Meth- 
hamoglobin fuhrt, vorzugsweise wahrend hochstens 10 h, und bei einer Temperatur, die eine korrekte Kon- 
servierung des Hamoglobins ermoglicht, beispielsweise zwischen 3 und 30°C, ablauft. 

23. Verfahren zur Herstellung nach einem der Anspruche 1 bis 22 von Hamoglobinkonjugaten, bei denen 
40 die Stellen Z an das Polymer mit Hilfe einer Esterbindung gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, daB man 

- in einer ersten Stufe die Stellen Z in Anhydridform vor allem Benzol-1 ,2,4,5-tetracarbonsaure-dianhydrid 
oder Benzol-1 ,2,4-tricarbonsaure-anhydrid, mit einem Polymeren, das OH-Gruppen enthalt, vor allem Dex- 
tran oder Polyethylenglykol, in einem Medium, in welchem das Polymer loslich ist, umsetzt, urn die Stellen 
Z auf dem Polymeren zu fixieren, 

45 - in einer zweiten Stufe das Polymer P mit der Stelle/den Stellen Z mit Hamoglobin in oxidierter Form in 

einem nicht von Sauerstoff befreiten Medium unter solchen Bedingungen umsetzt, daB das Hamoglobin 
nicht denaturiert wird und nach dem Kuppeln mit dem Polymeren reversibel von deroxidierten in die des- 
oxidierte Form ubergehen kann, in waBrigem Medium vom pH-Wert 5 bis 9, 

urn einerseits mindestens eine ionische Bindung zwischen mindestens einer der Stellen Z auf dem 

50 Polymeren und dem Hamoglobin und andererseits mindestens eine kovalente Bindung zwischen der glei- 

chen Stelle Z auf dem Polymeren und dem Hamoglobin zu erzeugen. 

24. Makromolekulares Konjugat, dadurch gekennzeichnet, daB es durch das Verfahren nach Anspruch 3 
erhalten wird. 

25. Makromolekulares wasserlosliches Hamoglobin-Konjugat, das wahrend der Zeit, in der das makromo- 
55 lekulare Konjugat Sauerstoff tansportierende Funktionen im Plasma sicherstellen muB, nicht oder wenig bio- 

logisch abbaubar ist und das fur Sauerstoff eine geringere Affinitat besitzt als das freie Hamoglobin, dadurch 
gekennzeichnet, daB es besteht aus: 

- einerseits Hamoglobin, das reversibel aus der desoxidierten Form in die oxidierte Form ubergehen kann, 
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- andererseits einem wasserloslichen, nichttoxischen, vorzugsweise nicht-antigenischen und hamokom- 
patiblen Polymeren P, mit einer mittleren Molekularmasse von etwa 1000 bis etwa 500 000, vorzugsweise 
von etwa 1000 bis etwa 100 000, das eine oder mehrere polare Gruppen, vorzugsweise Hydroxyl-, Car- 
boxyl- oder Amingruppen besitzt, 

5 - wobei das Polymer eine oder mehrere Stellen Z aufweist, die mindestens eine negative Ladung getragen 

von mindestens einer Gruppe, ausgewahlt aus den folgenden Gruppen: Sulfat, Phosphat, Carboxylat und 
bestimmtzur Ausbildung einer ionischen Bindung mit dem Polymeren enthalt, und andererseits mindestens 
eine Carbonsaure-, Aldehyd- oder OH-Gruppe enthalt, die zur Ausbildung einer kovalenten Bindung mit 
dem Hamoglobin bestimmt ist, wobei 
10 - das Polymer P an das Hamoglobin gebunden ist, 

. einerseits mit Hilfe mindestens einer ionischen Bindung, die zwischen mindestens einer der negativen 
Ladungen der Stellen Z auf dem Polymeren P und dem Hamoglobin ausgebildet ist, und 
. andererseits mit Hilfe mindestens einer kovalenten Bindung, die zwischen mindestens einer der Car- 
boxyl-, Aldehyd- oder OH-Gruppen dergenannten Stellen Z auf dem Polymeren P und dem Hamoglobin 
15 ausgebildet ist, 

- die Anzahl der kovalenten Bindungen zwischen dem Polymeren und dem Hamoglobin so ist, daft das 
makromolekulare Konjugat eine mittleren Molekularmasse von etwa 70 000 bis etwa 1 000 000, vorzugs- 
weise von etwa 70 000 bis etwa 500 000, aufweist und die Beziehung zwischen Anzahl und Beschaffenheit 
der negativen Ladungen, der Anzahl der Stellen und der Anzahl der Monomeren folgendermaften lautet: 

20 - handelt es sich um eine Stelle Z, die eine einzige anionische Gruppe, bestehend aus einem Sulfat oder 

einem Phosphat, enthalt, so gibt es mindestens eine solche Stelle Z je Polymerkette und hochstens eine 
Stelle alle elf Monomer(einheiten), 

- handelt es sich um eine Stelle Z, die eine einzige anionische Gruppe enthalt, bestehend aus einem Car- 
boxylat, das nicht an der Bindung zwischen der Stelle und dem Polymeren und nicht an der kovalenten 

25 Bindung zwischen dem Polymeren und dem Hamoglobin teilnimmt, so gibt es mindestens eine solche Stel- 

le Z je Polymerkette, 

- handelt es sich um eine Stelle Z, die zwei anionische Ladungen enthalt, die von zwei Carboxylaten stam- 
men, die nicht an der Bindung zwischen der Stelle und dem Polymeren und nicht an der kovalenten Bindung 
zwischen dem Polymeren und dem Hamoglobin teilnehmen, so gibt es mindestens eine solche Stelle Z je 

30 Polymerkette und hochstens eine Stelle Z alle sechs Monomer(einheiten). 

26. Makromolekulares Konjugat nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daft die kovalenten Bindun- 
gen zwischen dem Polymeren P und dem Hamoglobin zwischen mindestens einer Carboxyl-, Aldehyd- oder 
OH-Gruppe der Stellen Z und mindestens einem Amin des Hamoglobins, gelegen in der allosterischen Stelle 
des Hamoglobins, vor allem dem Amin von mindestens einem der beiden p-terminalen Valine des Hamoglobins 

35 ausgebildet sind. 

27. Makromolekulares Konjugat nach den Anspruchen 25 und 26, dadurch gekennzeichnet, daft die Salz- 
brucken zwischen den inneren NH3- und COO~-Gruppen des Hamoglobins intakt sind, wenn das Hamoglobin 
in desoxidierter Form vorliegt. 

28. Makromolekulares Konjugat nach den Anspruchen 26 und 27, dadurch gekennzeichnet, daft das Po- 
40 lymer P aus den Polysacchariden, vor allem den Hydroxyalkylstarken, deren Alkylgruppe 2 bis 4 Kohlenstoff- 

atome enthalt, Inulin, Dextran und seinen Derivaten, vor allem dem aminierten Dextran, Polyvinylalkohol, 
Polyvinyl pyrrol idon, Polymethacrylat und seinen Derivaten, Polypeptiden, Polyalkylenglykolen, deren Alkylen- 
gruppe 2 bis 5 Kohlenstoffatome enthalt, vor allem Polyethylenglykol und Polypropylenglykol, ausgewahlt wird. 

29. Makromolekulares Konjugat nach den Anspruchen 25 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daft das Poly- 
45 mer P eine mittlere Molekularmasse kleiner oder gleich 70 000 aufweist, wenn es aus Dextran und seinen De- 
rivaten besteht, und eine Molekularmasse kleiner oder gleich 10 000, wenn es aus den Polyalkylenalykolen, 
Polyvinyl pyrrol idon oder Polymethylacrylat ausgewahlt ist. 

30. Makromolekulares Konjugat nach den Anspruchen 25 bis 29, dadurch gekennzeichnet, daft die Stelle 
Z uber eine Ester-, Ether-, Amid- oder Amingruppe an das Polymer gebunden ist. 

50 31 . Makromolekulares Konjugat nach den Anspruchen 25 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daft die Stelle 

Z Gruppen OSQ 3 H, OPQ 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH-COOH)-CH 2 -COOH, 



I I 2 Mil" 

i COOH J 



0-CH 2 - f !CH-CH 2 )7 n -CH 2 -COOH 
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umfafit, wobei n 1 bis etwa 4 sein kann, oder von Pyridoxalsulfat, Pyridoxylphosphat, Adenosintriphosphat, 
Phosphotyrosin, Phosphoserin, Inosithexaphosphat und seinen Derivaten, einer Polycarbonsaure mit2 bis 10 
Kohlenstoffatomen in der Hauptkette, Benzolcarbonsaure mit mindestens drei Carbonsauregruppen oder 2,3- 
Diphosphoglycerat stammt. 

5 32. Makromoleku lares Konjugat nach den Anspruchen 25 bis 31 , dadurch gekennzeichnet, dali die kova- 

lenten Bindungen zwischen dem Polymeren und dem Hamoglobin ausgehend von Carboxylgruppen, die von 
an das Polymer gebundenen Stellen Z stammen, und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt worden sind. 

33. Makromolekulares Konjugat nach den Anspruchen 25 bis 32, dadurch gekennzeichnet, dali die ioni- 
schen Bindungen zwischen dem Polymeren P und dem Hamoglobin zwischen den Carboxylatgruppen der Stel- 

10 len Z und dem Hamoglobin erzeugt werden. 

34. Makromolekulares Konjugat nach dem Anspruch 25, bei dem das Polymer Dextran mit einer Moleku- 
larmasse von etwa 10 000 ist, die ionischen Bindungen mit Hilfe der Carboxylatgruppe des auf dem Polymeren 
fixierten Benzoldicarboxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Benzol-1,2,4-tricarbonsaureanhydrid 
und dem Polymeren teilnimmt, ausgebildet sind (und) 

15 - die kovalenten Bindungen zwischen der anderen Carboxylgruppe des Benzoldicarboxylats - die gleich- 

zeitig weder an der Bindung zwischen dem Benzol-1 ,2,4-tricarbonsaureanhydrid und dem Polymeren noch 
an der hier oben def inierten ionischen Bindung beteiligt ist - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins ausge- 
bildet sind, wobei alle zehn Monomer(einheiten) eine Benzoldicarboxylatgruppe vorhanden ist. 

20 Patentanspruche fiir folgenden Vertragsstaat : ES 

1. Verfahren zur Herstellung von makromoleku I are n wasserloslichen Hamoglobin-Konjugaten, die wah- 
rend derZeit, in der das makromolekulare Konjugat Sauerstoff-transportierende Funktionen im Plasma sicher- 
stellen muli, nicht oder wen ig biologisch abbaubarsind, und die fur Sauerstoff eine geringere Affinitat besitzen 

25 als das freie Hamoglobin, dadurch gekennzeichnet, dali man 

- in einer ersten Stufe Stellen Z auf einem Polymeren P f ixiert in einem Verhaltnis von mindestens eine 
Stelle Z je Polymerkette, wobei das Polymer P wasserloslich, nicht-toxisch, vorzugsweise nicht-antige- 
nisch, hamokompatibel ist, eine Molekularmasse von etwa 1000 bis etwa 500 000, vorzuasweise von etwa 
1000 bis etwa 100 000, aufweist, eine oder mehrere polare Gruppen, vorzugsweise Hydroxyl-, Carbon- 

30 saure- oder Amingruppen, besitzt und die Stellen Z einerseits mindestens eine negative Ladung, getragen 

von Sulfat- und/oder Phosphat- und/oder Carboxylataruppen, und zur Erzeugung einer ionischen Bindung 
mit dem Hamoglobin bestimmt, und andererseits mindestens eine Carbonsaure-, Aldehyd- oder OH-Grup- 
pe, dazu bestimmt, eine kovalente Bindung mit Hamoglobin zu erzeugen, enthalten, 

. entweder indem man eine Verbindung Z-Y verwendet, in der Y eine aktive oder mit Hilfe eines Akti- 
35 vierungsmittels aktivierbare Funktion ist, wie Aldehyd, Carbonsaure, Amin, Hydroxyl oder Halogen, 

oder 

. indem man Stellen Z auf das Polymer P radikalisch aufpfropft; 

- dali man dann in einer zweiten Stufe das Polymer P, das die Stelle(n) Z enthalt, mit Hamoglobin in oxi- 
dierter Form in einem nicht von Sauerstoff befreiten Medium untersolchen Bedingungen umsetzt, dalidas 

40 Hamoglobin nicht denaturiertwird und nach dem Kuppeln mit dem Polymeren reversibel von deroxidierten 

in die desoxidierte Form ubergehen kann, in wafirigem Medium vom pH-Wert etwa 5 bis 9, 

urn einerseits mindestens eine ionische Bindung zwischen mindestens einer der Stellen Z auf dem 
Polymeren und dem Hamoglobin und andererseits mindestens eine kovalente Bindung zwischen derglei- 
chen genannten Stelle Z auf dem Polymeren und dem Hamoglobin zu bilden, 

45 - wenn die hier oben angegebene Reaktion gegebenenfalls zu Imingruppen fuhrt, diese als Amingruppen 

stabilisieren kann, beispielsweise durch Reduktion mit Hilfe von NaBH 4 , NaCNBH 3 , Dimethylaminoboran 
oder HCOOH. 

2. Verfahren zur Herstellung von makromoleku la re n Konjugaten nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, dali man die Stellen Z auf dem Polymeren P so f ixiert, dafidie Beziehung zwischen Anzahl und Beschaf- 

50 fenheit der negativen Ladungen, die dazu bestimmt sind, eine ionische Bindung zwischen einer Stelle und dem 
Hamoglobin (die nicht an der Bindung zwischen einer Stelle und dem Polymeren teilnehmen und nicht an der 
kovalenten Bindung zwischen einer Stelle und dem Hamoglobin teilnehmen) die folgende ist: 

- wenn jede Stelle Z eine einzige anionische Gruppe, bestehend aus einem Sulfat oder einem Phosphat, 
enthalt, gibt es alle zehn Monomer(einheiten) des Polymeren mindestens eine solche Stelle Z, 

55 - wenn es sich um eine Stelle Z handelt, die mindestens zwei anionische Gruppen, bestehend aus Sulfaten 

und/oder Phosphaten, enthalt, gibt es je Polymerkette mindestens eine solche Stelle Z, 

- wenn jede Stelle Z von Carboxylaten stammende anionische Ladungen enthalt, mussen mindestens zwei 
Carboxylatgruppen auf einer selben Stelle Z und mindestens eine solche Stelle Z alle funf Monomer(ein- 
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heiten) vorhanden sein, 

- wenn mindestens eine der Stellen Z mindestens drei von Carboxylaten stammende negative Ladungen 
enthalt, ist mindestens eine solche Stelle je Polymerkette vorhanden. 

3. Verfahren zur Herstellung von makromolekularen Konjugaten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
5 net, daB man die Stellen Z auf dem Polymeren P so f ixiert, dafi die Beziehung zwischen Anzahl und Beschaf- 
fenheit der zur Erzeugung einer ionischen Bindung zwischen einer Stelle und dem Hamoglobin bestimmten 
negativen Ladungen (die nicht an der Bindung zwischen einer Stelle und dem Polymeren und nicht an der ko- 
valenten Bindung zwischen einer Stelle und dem Hamoglobin teilnehmen) die folgende ist: 

- wenn es sich um eine Stelle Z handelt, die eine einzige anion ische Gruppe, bestehend aus einem Sulfat 
10 oder einem Phosphat, enthalt, ist mindestens eine solche Stelle Z je Polymerkette und hochstens eine Stel- 
le Z alle elf Monomer(einheiten) vorhanden, 

- wenn es sich um eine Stelle Z handelt, die eine einzige anionische Gruppe, bestehend aus einem Car- 
boxylat, enthalt, die nicht an der Bindung zwischen der Stelle und dem Polymeren und nicht an der kova- 
lenten Bindung zwischen dem Polymeren und dem Hamoglobin teilnimmt, ist mindestens eine solche Stelle 

15 Z je Polymerkette vorhanden, 

- wenn es sich um eine Stelle Z handelt, die zwei anionische Ladungen enthalt, die von zwei Carboxylaten 
stammen, die nicht an der Bindung zwischen der Stelle und dem Polymeren und nicht an der kovalenten 
Bindung zwischen dem Polymeren und dem Hamoglobin teilnehmen, ist mindestens eine Stelle Z je Po- 
lymerkette und hochstens eine solche Stelle Z alle sechs Monomer(ein heiten) vorhanden. 

20 4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daR die kovalenten Bindungen zwi- 

schen dem Polymeren P und dem Hamoglobin zwischen mindestens einer Carboxyl-, Aldehyd- oder OH-Grup- 
pe der Stellen Z und mindestens einem Amin des Hamoglobins, gelegen in der allosterischen Stelle des 
Hamoglobins, wenn dieses in desoxidierter Form vorliegt, vorallem dem Amin von mindestens einem der bei- 
den p-terminalen Valine des Hamoglobins hergestellt werden. 

25 5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dali die Salzbrucken zwischen den 

inneren NH 3 + - und COO" -Gruppen des Hamoglobins intakt sind, wenn das Hamoglobin in desoxidierter Form 
vorliegt. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dali das Polymer P aus den Poly- 
saccharide^ vorallem den Hydroxyalkylstarken, deren Alkylgruppe 2 bis 4 Kohlenstoffatome enthalt, Inulin, 

30 Dextran und seinen Derivaten, vorallem dem aminierten Dextran, Polyvinylalkohol, Polyvinyl pyrrol idon, Poly- 
methacrylat und seinen Derivaten, Polypeptiden, Polyalkylenglykolen, deren Alkylengruppe 2 bis 5 Kohlen- 
stoffatome enthalt, vorallem Polyethylenglykol und Polypropylenglykol, ausgewahlt wird. 

7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dali das Polymer P eine mittlere Mo- 
lekularmasse kleiner oder gleich 70 000 aufweist, wenn es aus Dextran und seinen Derivaten besteht, und 

35 eine Molekularmasse kleiner oder gleich 10 000, wenn es aus den Polyalkylenglykolen, Polyvinyl pyrrol idon 
oder Polymethylacrylat ausgewahlt ist. 

8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daR die Stelle Z uber eine Ester-, 
Ether-, Amid- oder Amingruppe an das Polymer gebunden ist. 

9. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Stelle Z die Gruppen OS0 3 H, 
40 OP0 3 H 2 , 0-CH(COOH) 2 , -0-CH(COOH)-CH 2 -COOH, 

0-CH 2 - nCH-CH 2 )7-CH 2 -COOH 
[_COOH J 

45 

umfaBt, wobei n 1 bis etwa 4 sein kann, oder von Pyridoxalsulfat, Pyridoxyl phosphat, Adenosintriphosphat, 
Phosphotyrosin, Phosphoserin, Inosithexaphosphat und seinen Derivaten, einer Polycarbonsaure mit2 bis 10 
Kohlenstoffatomen in der Hauptkette, Benzolcarbonsaure mit mindestens drei Carbonsauregruppen oder 2,3- 
Diphosphoglycerat stammt. 

so 1 0. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dali die kovalenten Bindungen zwi- 

schen dem Polymeren und dem Hamoglobin ausgehend von Carboxylgruppen, die von an das Polvmer ge- 
bundenen Stellen Z stammen, und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt werden. 

11. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dalidie ionischen Bindungen zwi- 
schen dem Polymeren P und dem Hamoglobin zwischen den Carboxylatgruppen der Stellen Z und dem Ha- 

55 moglobin erzeugt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& das Polymer ausgehend von aminiertem 
Dextran mit einer Molekularmasse von etwa 40 000 und von 2x1 0^ mol Benzol hexacarbonsaure je g Dextran 
erhalten wird, wobei 
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- die ionischen Bindungen mit Hilfe der Carboxylatgruppen des an das Polymeren gebundenen Benzol- 
pentacarboxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzolhexacarbonsaure teil- 
nehmen, hergestellt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzol pentacarbonsaure - 
5 die gleichzeitig nicht an der Bindung zwischen Benzolhexacarbonsaure und dem Polymeren und nicht an 

den hieroben definierten ionischen Bindungen teilnehmen - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins herge- 
stellt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali das Polymer ausgehend von aminiertem 
Dextran miteiner Molekularmasse von etwa 10 000 und von 3,5x1 0^ mol Benzolhexacarbonsaure je g Dextran 

10 erhalten wird, wobei 

- die ionischen Bindungen mit Hilfe der Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren f ixierten Benzolpen- 
tacarboxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzolhexacarbonsaure teil- 
nehmen, erzeugt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzol pentacarbonsaure - 
15 die gleichzeitig weder an der Bindung zwischen der Benzolhexacarbonsaure und dem Polymeren noch an 

den hieroben definierten ionischen Bindungen beteiligt sind - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt 
werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali das Polymer ausgehend von aminiertem 
Dextran miteiner Molekularmasse von etwa 10 000 und von 3,2x10-* mol Benzoltetracarbonsaure jeg Dextran 

20 erhalten wird, wobei 

- die ionischen Bindungen mit Hilfe von Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren f ixierten Benzoltri- 
carboxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzoltetracarbonsaure beteiligt 
sind, erzeugt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzoltricarbonsaure - die 
25 gleichzeitig weder an der Bindung zwischen Benzoltetracarbonsaure und dem Polymeren noch an den hier 

oben definierten ionischen Bindungen beteiligt sind - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc das Polymer ausgehend von aminiertem 
Dextran mit einer Molekularmasse von etwa 10 000 und von 4x10-* mol Butantetracarbonsaure je g Polymer 
erhalten wird, wobei 

30 - die ionischen Bindungen mit Hilfe der Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren f ixierten Butantricar- 

boxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Butantetracarbonsaure beteiligt sind, 
erzeugt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Butantricarbonsaure - die 
gleichzeitig weder an der Bindung zwischen der Butantetracarbonsaure und dem Polymeren noch an den 

35 hieroben definierten ionischen Bindungen beteiligt sind -und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt wer- 

den. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali das Polymer ausgehend von aminiertem 
Monomethoxypolyoxyethylen mit einer Molekularmasse von etwa 5000 und von 1 ,5x10^ mol Benzolhexacar- 
bonsaure je g Polymer erhalten wird, wobei 

40 - die ionischen Bindungen mit Hilfe von Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren f ixierten Benzolpen- 

tacarboxylats,die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzolhexacarbonsaure beteiligt 
sind, erzeugt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzol pentacarbonsaure - 
die gleichzeitig weder an der Bindung zwischen der Benzolhexacarbonsaure und dem Polymeren noch an 

45 den hieroben definierten ionischen Bindungen beteiligt sind - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins erzeugt 

werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc das Polymer ausgehend von Dextran mit 
einer Molekularmasse von etwa 10 000 und von 1,1 5x1 0~ 3 mol Benzol- 1,2,4, 5-tetracarbonsau re je g Polymer 
erhalten wird, wobei 

50 - die ionischen Bindungen mit Hilfe von Carboxylatgruppen des auf dem Polymeren f ixierten Benzoltri- 

carboxylats, die nicht an der Bindung zwischen dem Polymeren und der Benzol- 1,2,4, 5-tetracarbonsau re 
beteiligt sind, erzeugt werden, 

- und die kovalenten Bindungen zwischen den anderen Carboxylgruppen der Benzoltricarbonsaure - die 
gleichzeitig weder an der Bindung zwischen der Benzol-1,2,4,5-tetracarbonsaure und dem Polymeren 

55 noch an den hieroben definierten ionischen Bindunaen beteiligt sind - und NH 2 -Gruppen des Hamoglobins 

erzeugt werden. 

18. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dafiam Endederersten Stufe das 
Polymer mit den Stellen Z vor der Reaktion mit dem Hamoglobin aktiviert wird. 
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1 9. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 1 8, dadurch gekennzeichnet, dafi die Aktivierung darin besteht, 
dali man die OH-Gruppen in Aldehydgruppen uberfuhrt, beispielsweise durch periodische Oxidation. 

20. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dali die Aktivierung der Stellen Z 
des Polymeren und seine Reaktion mitdem Hamoglobin praktisch gleichzeitig ablaufen. 

21. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dafc die Stellen Z des Polymeren 

- mit beispielsweise Carbonyldiimidazol aktiviert werden, wenn die Stellen Z keine Aldehydgruppen, aber 
Hydroxylgruppen enthalten, 

- oder mit Hilfe von in der Peptidsyntheseverwendeten Reaktionspartnern aktiviert werden, wenn die Stel- 
len Z Carboxylgruppen enthalten. 

22. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dali die Reaktion zwischen dem 
Polymeren und dem Hamoglobin wahrend einerZeit, die kurzer ist als die Zeit, die zu hochstens etwa 5% Meth- 
hamoglobin fuhrt, vorzugsweise wahrend hochstens 10 h, und bei einer Temperatur, die eine korrekte Kon- 
servierung des Hamoglobins ermoglicht, beispielsweise zwischen 3 und 30°C, ablauft. 

23. Verfahren zur Herstellung nach einem der Anspruche 1 bis 22 von Hamoglobinkonjugaten, bei denen 
die Stellen Z an das Polymer mit Hilfe einer Esterbindung gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, dali man 

- in einer ersten Stufe die Stellen Z in Anhydridform vor allem Benzol-1 ,2,4,5-tetracarbonsaure-dianhydrid 
oder Benzol-1 ,2,4-tricarbonsaure-anhydrid, mit einem Polymeren, das OH-Gruppen enthalt, vor allem Dex- 
tran oder Polyethylenglykol, in einem Medium, in welchem das Polymer loslich ist, umsetzt, urn die Stellen 
Z auf dem Polymeren zu fixieren, 

- in einer zweiten Stufe das Polymer P mit der Stelle/den Stellen Z mit Hamoglobin in oxidierter Form in 
einem nicht von Sauerstoff befreiten Medium unter solchen Bedingungen umsetzt, daR das Hamoglobin 
nichtdenaturiert wird und nach dem Kuppeln mit dem Polymeren reversibel von deroxidierten in die des- 
oxidierte Form ubergehen kann, in waftrigem Medium vom pH-Wert 5 bis 9, 

urn einerseits mindestens eine ionische Bindung zwischen mindestens einer der Stellen Z auf dem 
Polymeren und dem Hamoglobin und andererseits mindestens eine kovalente Bindung zwischen derglei- 
chen Stelle Z auf dem Polymeren und dem Hamoglobin zu erzeugen. 
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